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ABSTRACT
T h e  e n z y m o l o g y  o f  i t a c o n i c  a c i d  ( m e t h y l e n e s u c c i n i c  a c i d )  
p r o d u c t i o n  by  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  
T h e  o r g a n i s m  h a s  b e e n  s h o w n  t o  p o s s e s s  m a n y  o f  t h e  e n z y m e s  
o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  w h e n  c u l t u r e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  
w h i c h  d i d  s u p p o r t ,  a n d  c o n d i t i o n s  w h i c h  d i d  n o t  s u p p o r t ,  
i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .  No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  
l e v e l s  o f  i n d i v i d u a l  c i t r i c  a c i d  c y c l e  e n z y m e  a c t i v i t i e s  
b e t w e e n  t h e  t w o  m o d e s  o f  c u l t u r e  w e r e  d e t e c t e d .
A n e w ,  m o r e  s e n s i t i v e ,  a s s a y  f o r  i t a c o n a t e  h a s  b e e n  
d e v i s e d .  An  u n f r a c t i o n a t e d  e x t r a c t  o f  P s e u d o m o n a s  
a e r u g i n o s a , c a p a b l e  o f  c o n v e r t i n g  i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e ,  
p r o v i d e s  t h e  b a s i s  o f  t h e  e n z y m e - l i n k e d  a s s a y  i n  w h i c h  
t h e  u l t i m a t e  p r o d u c t ,  p y r u v a t e ,  i s  d e t e c t e d  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a s  i t s  p h e n y l h y d r a z o n e  d e r i v a t i v e .  
T h e  a s s a y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a p p l i c a b l e  t o  t h e  
m o n i t o r i n g  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  d u r i n g  t h e  
f e r m e n t a t i o n  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s .
F u r t h e r m o r e ,  t h e  e n z y m e - l i n k e d  a s s a y  h a s  b e e n  a d a p t e d  t o  
o p e r a t e  i n  a  c o n t i n u o u s  m o d e  a n d  h e n c e  t o  p e r m i t  
m e a s u r e m e n t  o f  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  o f  i t a c o n a t e  b y  
c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . c i s - A c o n i t a t e  
d e c a r b o x y l a s e  (CAD) a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  i n  m y c e l i a  
h a r v e s t e d  i n  t h e  a c i d - p r o d u c i n g  p h a s e  o f  g r o w t h ,  b u t  w a s  
n o t  f o u n d  i n  m y c e l i a  h a r v e s t e d  p r i o r  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f
- 1 -
a c i d ,  n o r  w h e n  t h e  o r g a n i s m  w a s  g r o w n  u n d e r  c o n d i t i o n s  
w h i c h  d i d  n o t  s u p p o r t  a c i d  p r o d u c t i o n .  T h e  e n z y m e  
p r e s e n t  i n  t h e  c r u d e  e x t r a c t  p r e c i p i t a t e d  b e t w e e n  40% a n d  
60% a m m o n iu m  s u l p h a t e  s a t u r a t i o n .  S t u d i e s  o n  t h i s  
p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e x t r a c t  i n d i c a t e d  a  Km v a l u e  f o r  
c i s - a c o n i t a t e  o f  0 . 1 5mM a n d  a  pH o p t i m u m  o f  5 . 5 .
I n v e s t i g a t i o n  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  g r o w n  i n  b a t c h  
c u l t u r e  r e v e a l e d  t h a t  t h e  d e p l e t i o n  o f  p h o s p h a t e  i n  t h e  
c u l t u r e  m e d i u m  c o i n c i d e d  w i t h  a  r i s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  CAD 
a c t i v i t y  a n d  s u b s e q u e n t  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .  I n  
a d d i t i o n ,  s u b s t a n t i a l  CAD a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  i n  
c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  e v e n  a f t e r  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  h a d  e n d e d ,  t h u s  s u g g e s t i n g  t h a t  
o t h e r  f a c t o r s ,  w h i c h  a r e  p o s s i b l y  a m e n a b l e  t o  e x t e r n a l  
c o n t r o l ,  m ay  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c e s s a t i o n  o f  
a c i d o g e n e s i s .
—2 —
INTRODUCTION
INTRODUCTION TO SECONDARY METABOLISM
T h e  g r o w t h  p r o f i l e  o f  a  m i c r o o r g a n i s m  i n  b a t c h  c u l t u r e  
m a y  b e  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  m a j o r  p h a s e s .  T h e  l a g  p h a s e  
i m m e d i a t e l y  f o l l o w s  i n o c u l a t i o n  a n d  r e p r e s e n t s  t h e  p e r i o d  
i n  w h i c h  t h e  o r g a n i s m  m a k e s  t h e  n e c e s s a r y  m e t a b o l i c  
m o d i f i c a t i o n s  f o r  g r o w t h  i n  t h e  n e w  e n v i r o n m e n t .  T h i s  i s  
f o l l o w e d  b y  t h e  e x p o n e n t i a l ,  o r  u n r e s t r i c t e d ,  g r o w t h  
p h a s e  w h i c h  c o n t i n u e s  f o r  a s  l o n g  a s  a l l  s u b s t r a t e s  
n e c e s s a r y  f o r  g r o w t h  a r e  p r e s e n t  i n  e x c e s s ,  a n d  n o  
i n h i b i t o r s  a r e  p r e s e n t .  T h e  f i n a l  p h a s e  i s  t h e  
s t a t i o n a r y  p h a s e  i n  w h i c h  g r o w t h  h a s  s t o p p e d ,  u s u a l l y  
b e c a u s e  o f  t h e  e x h a u s t i o n  o f  a  g r o w t h - e s s e n t i a l  n u t r i e n t  
f r o m  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  F r e q u e n t l y ,  t h e  e x p o n e n t i a l  
g r o w t h  p h a s e  a n d  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  a r e  s e p a r a t e d  b y  a  
p e r i o d  o f  d e c e l e r a t i n g  g r o w t h  i n  w h i c h  a n  e s s e n t i a l  
s u b s t r a t e  r e a c h e s  a  g r o w t h - l i m i t i n g  c o n c e n t r a t i o n .  T h e s e  
t h r e e  p h a s e s  w e r e  f i r s t  d e l i n e a t e d  b y  L a n e - C l a y p o n  
( 1 9 0 9  ) .
W h i l e  i t  w a s  r e c o g n i z e d  t h a t  t h e  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  
w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  e x t e n s i v e  m e t a b o l i c  a c t i v i t y ,  
i n v o l v i n g  r a p i d  s y n t h e s i s  a n d  r e p l i c a t i o n  o f  c e l l u l a r  
c o n s t i t u e n t s ,  i t  w a s  o r i g i n a l l y  b e l i e v e d  t h a t  t h e r e  w a s  
a l m o s t  c o m p l e t e  m e t a b o l i c  i n a c t i v i t y  d u r i n g  t h e
— 3—
s t a t i o n a r y  p h a s e .  H o w e v e r ,  d u r i n g  t h e  1 9 2 0 s  a n d  1 9 3 0 s ,  
t h e  s t r u c t u r e s  o f  m any  m e t a b o l i t e s  i s o l a t e d  f r o m  
m i c r o b i a l  c u l t u r e  m e d i a  w e r e  e l u c i d a t e d .  P a r t i c u l a r  
i n t e r e s t  w a s  t a k e n  i n  t h o s e  m e t a b o l i t e s  i s o l a t e d  f r o m  
s t a t i o n a r y - p h a s e  c u l t u r e s  o f  f i l a m e n t o u s  f u n g i .  I t  w a s  
s o o n  r e a l i s e d  t h a t  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s ,
o f  v a r y i n g  s t r u c t u r a l  c o m p l e x i t y ,  h a d  n o  a p p a r e n t ....................
m e t a b o l i c  f u n c t i o n  i n  t h e  o r g a n i s m .  U s i n g  a  t e r m  
b o r r o w e d  f r o m  p l a n t  p h y s i o l o g i s t s ,  t h e y  w e r e  n a m e d  
' s e c o n d a r y  p r o d u c t s  o f  m e t a b o l i s m ' .  T h e s e  ' s e c o n d a r y  
m e t a b o l i t e s '  w e r e  s h o w n  t o  b e  p r o d u c e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  p h a s e  a n d  d u r i n g  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e .
C o m p o u n d s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  g r o w t h  o f  t h e  o r g a n i s m  w e r e  
k n o w n  a s  ' p r i m a r y  m e t a b o l i t e s ' .
B u ' L o c k ,  w ho  h a s  p i o n e e r e d  m u c h  o f  t h i s  w o r k  ( f o r  
r e v i e w s ,  s e e  B u ' L o c k ,  1 9 6 1 ,  1 9 6 5 ,  1 9 6 7  a n d  1 9 7 5 ) ,  h a s  
a l s o  i n t r o d u c e d  ne w  t e r m s  t o  d e s c r i b e  t h e  s e c o n d  a n d  
t h i r d  p h a s e s .  ' T r o p h o p h a s e ' d e s c r i b e s  t h e  g r o w t h  p h a s e  
i n  w h i c h  t h e  c e l l s  s y n t h e s i s e  p r i m a r y  m e t a b o l i t e s ;  
' i d i o p h a s e '  d e s c r i b e s  t h e  p e r i o d  c h a r a c t e r i z e d  b y  
m e t a b o l i c  i d i o s y n c r a s i e s  i n  w h i c h  t h e  s e c o n d a r y  
m e t a b o l i t e s  a r e  p r o d u c e d .
T h e  f i l a m e n t o u s  f u n g i  h a v e  p r o v e d  t o  b e  p a r t i c u l a r l y  
p r o l i f i c  i n  t h e i r  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s .  A r e c e n t  
c l a s s i f i c a t i o n  o f  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s  ( T u r n e r ,  1 9 7 1 )  
l i s t e d  o v e r  o n e  t h o u s a n d  d i f f e r e n t  c o m p o u n d s .  O n l y  a  f e w
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o f  t h e s e  a r e  k n o w n  t o  b e  p r o d u c e d  b y  m o r e  t h a n  t h r e e  o r  
f o u r  s p e c i e s  a n d ,  s i n c e  o n l y  a  m i n o r i t y  o f  s p e c i e s  h a v e  
s o  f a r  b e e n  i n v e s t i g a t e d ,  i t  i s  c o n f i d e n t l y  p r e d i c t e d  
t h a t  t h e  r a n g e  o f  p r o d u c t s  i s  f a r  w i d e r  t h a n  h a s  s o  f a r  
b e e n  r e v e a l e d .
S e c o n d a r y  m e t a b o l i s m  i s  a n  e n i g m a .  C o m p a r a t i v e  
b i o c h e m i s t r y  d e a l s  w i t h  t h e  ' u n i t y  o f  b i o c h e m i s t r y '  a n d  
s e t s  o u t  t o  e l u c i d a t e  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  p r i m a r y  
m e t a b o l i s m  b e t w e e n  m a j o r  t a x o n o m i c  g r o u p i n g s .  H o w e v e r ,  
s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s  c h a r a c t e r i z e  s u b - s p e c i e s ,  s p e c i e s ,  
o r  g r o u p s  o f  s p e c i e s  a n d  a r e ,  t h e r e f o r e ,  g e n o t y p i c a l l y  
s p e c i f i c .  F u r h e r m o r e ,  i n  m a n y  c a s e s  t h e y  a r e  a l s o  
p h e n o t y p i c a l l y  s p e c i f i c ,  i n  t h a t  t h e i r  p r o d u c t i o n  i s  
e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  t o  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  a n d  p r e v i o u s  
h i s t o r y  ( B u ' L o c k ,  19 7 5 ) .  S u c h  a n  e x a m p l e  i s  p r o v i d e d  i n  
t h i s  r e p o r t .
T h e  g r e a t  d i v e r s i t y  a n d  e c c e n t r i c  d i s t r i b u t i o n  o f  f u n g a l
s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  a s  b e i n g
" b i o c h e m i c a l l y  b i z a r r e "  ( W e i n b e r g ,  1 9 7 4 ) ,  " a n
e x t r a o r d i n a r y  b e s t i a r y  o f  o r g a n i c  c o m p o u n d s "  ( W e i n b e r g ,
1 9 7 0 ) ,  w h i l e  B u ' L o c k  ( 1 9 6 1 )  r e s o r t e d  t o  p o e t i c  i m a g e r y :
" W h i l e  t h e  e n z y m o l o g i s t ' s  g a r d e n  i s  a  d r e a m  o f  
u n i f o r m i t y ,  a  g r e e n  m e a d o w  w h e r e  t h e  c y c l e s  o f  
C a l v i n  a n d  K r e b s  t i c k  r o u n d  i n  d i s c i p l i n e d  
o r d e r ,  t h e  o r g a n i c  c h e m i s t  w a l k s  i n  a n  u n t i d y  
j u n g l e  o f  u n c o u t h l y  n a m e d  e x t r a c t i v e s ,  r a i n b o w  
d i s p l a y s  o f  p i g m e n t s ,  w h e r e  i n  e v e r y  b u s h  t h e r e  
l u r k s  t h e  m a n g l e d  s h a p e  o f  s o m e  ne w  a l k a l o i d ,  
t h e  e x o t i c  p e r f u m e  o f  s o m e  ne w  t u r p e n t i n e ,  o r  
s o m e  s h o c k i n g  a n d  e x p l o s i v e  p o l y a c e t y l e n e . "
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N o t  a l l  m o l e c u l e s  w h i c h  a r e  e x c r e t e d  i n t o  t h e  c u l t u r e  
m e d i a  o f  m i c r o o r g a n i s m s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e i r  
a p p a r e n t  l a c k  o f  f u n c t i o n  i n  c e l l  g r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t .  
A l t h o u g h  t h e  c o m m e r c i a l  i m p o r t a n c e  o f  m a n y  s e c o n d a r y  
m e t a b o l i t e s  h a s  b e e n  t h e  p r i m e  r e a s o n  f o r  r a p i d  a d v a n c e s  
i n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e i r  p r o d u c t i o n ,  i t  i s  t h e  
i n t e r e s t  o f  t h e  i n d u s t r i a l i s t  i n  a n y  c o m m e r c i a l l y -  
i m p o r t a n t  b i o c h e m i c a l  t h a t  h a s  h e l p e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  
a d d i t i o n a l  e x i s t e n c e  o f  p r i m a r y  m e t a b o l i t e  o v e r p r o d u c t i o n  
p r o c e s s e s .  I n d u s t r i a l i s t s  t e n d  t o  t r e a t  m e t a b o l i t e  
o v e r p r o d u c t i o n  a s  a  p h e n o m e n o n  i n  i t s e l f ,  w h e r e a s  t h e  
r e s e a r c h  s c i e n t i s t s  u s u a l l y  s e p a r a t e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s ,  s u c h  a s  a n t i b i o t i c s ,  f r o m  t h e  
o v e r - s y n t h e s i s  o f  p r i m a r y  m e t a b o l i t e s ,  s u c h  a s  c i t r i c  a n d  
g l u c o n i c  a c i d s .  H o w e v e r ,  i t  i s  b e c o m i n g  i n c r e a s i n g l y  
a p p a r e n t  t h a t  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s  a r e  n o t  w i t h o u t  
f u n c t i o n  t o  t h e  o r g a n i s m ,  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  
a l t h o u g h  p r i m a r y  a n d  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s  f u l f i l l  
d i f f e r e n t  r o l e s  i n  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  o r g a n i s m ,  t h e  
p r o c e s s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  w h i c h  l e a d s  t o  t h e i r  e x c r e t i o n  
m a y  b e  s t i m u l a t e d  b y  comm on p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t o r s .
D e m a i n  ( 1 9  8 3 )  h a s  p r o p o s e d  t w o  r e a s o n s  f o r  t h e  r e l u c t a n c e  
t o  a c c e p t  t h a t  a n t i b i o t i c s  a r e  e c o l o g i c a l  e f f e c t o r s :
—6 —
f i r s t l y ,  a n t i b i o t i c s  a r e  o f  m a j o r  e c o n o m i c  s i g n i f i c a n c e ,  
a n d  p a t e n t s  o n  t h e m  a r e  m o r e  e a s i l y  o b t a i n e d  i f  t h e y  a r e  
n o t  c o n s i d e r e d  p r o d u c t s  o f  n a t u r e ;  s e c o n d l y ,  e x p e r i m e n t s  
t o  p r o v e  t h e i r  e c o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  a r e  m o r e  o f t e n  
u n s u c c e s s f u l  t h a n  s u c c e s s f u l .  T h e  f a c t  t h a t  s e c o n d a r y  
m e t a b o l i t e s  o f  g r e e n  p l a n t s  h a v e  n e v e r  b e e n  d o u b t e d  o f  
p e r f o r m i n g  v a l u a b l e  f u n c t i o n s  i s  i n d i c a t i v e  o f  s o m e  b i a s  
a g a i n s t  t h o s e  o f  m i c r o o r g a n i s m s ;  f u r t h e r m o r e ,  o n  t h e  
s e c o n d  p o i n t ,  r e c e n t  s t u d i e s  o f  m e t a b o l i t e - p r o d u c i n g  
f u n g i  i n  t h e i r  n a t u r a l  h a b i t a t s  h a v e  p r o v i d e d  f u r t h e r  
e v i d e n c e  i n  s u p p o r t  o f  t h e  c o m p e t i t i v e  a d v a n t a g e  
c o n f e r r e d  b y  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e  p r o d u c t i o n  ( J a r v i s  e t  
a l . , 1 9 8 1 ;  C a l a m ,  1 9 8 2 ) .
T h e  i n c r e a s i n g  a c c e p t a n c e  o f  t h e  v i e w  t h a t  s e c o n d a r y  
m e t a b o l i t e s  d o  f u l f i l l  u s e f u l  r o l e s  h a s  l e d  t o  
s u g g e s t i o n s  t h a t ,  i n  a d d i t i o n  t o  s o m e  a c t i n g  a s  
a n t a g o n i s t i c  a g e n t s ,  o t h e r s  m ay  s e r v e  a s  s y m b i o t i c  
a g e n t s ,  s e x u a l  h o r m o n e s ,  e f f e c t o r s  o f  s p o r u l a t i o n  a n d  
g e r m i n a t i o n ,  a n d  m e t a l  t r a n s p o r t e r s  ( D e m a i n ,  1 9 8 3 ) .  
A n o t h e r  t h e o r y ,  w h i c h  p u t s  m o r e  e m p h a s i s  o n  t h e  p r o c e s s  
r a t h e r  t h a n  t h e  p r o d u c t ,  i s  t h e  m a i n t e n a n c e  h y p o t h e s i s  o f  
B u ' L o c k  ( 1 9 6 1 ) ,  t h e  v i e w  t h a t  t h e  o p e r a t i o n  o f  s e c o n d a r y  
m e t a b o l i s m  k e e p s  c e l l u l a r  m e t a b o l i s m  i n  w o r k i n g  o r d e r  
w h e n  g r o w t h  i s  n o t  p o s s i b l e .
H o w e v e r ,  t h e  c u r r e n t  l i n e  o f  t h o u g h t  a r i s e s  f r o m  a  
s y n t h e s i s  o f  t h e s e  d i f f e r e n t  t h e o r i e s .  I t  i s  p o s s i b l e  t o
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e n v i s a g e  a  s i t u a t i o n  i n  w h i c h  r e s t r i c t i o n s  o n  t h e  g r o w t h  
o f  t h e  o r g a n i s m  l e a d  t o  m e t a b o l i c  c o m p e n s a t o r y  a c t i o n s ,  
s o m e  o f  w h i c h  s i m p l y  s e r v e  t o  m a i n t a i n  p r i m a r y  m e t a b o l i s m  
a s  b e s t  a s  p o s s i b l e ,  s o m e  o f  w h i c h  l e a d  t o  m o r p h o l o g i c a l  
d i f f e r e n t i a t i o n  i n  o r d e r  t o  s u r v i v e ,  a n d  p o s s i b l y  m o v e  
a w a y  f r o m  u n f a v o u r a b l e  c o n d i t i o n s ,  a n d  s o m e  o f  w h i c h  h a v e  
t h e  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  d e t e r r i n g  p r e d a t o r s .
M o r e o v e r ,  s i n c e  c o i n i n g  t h e  t e r m s  ' t r o p h o p h a s e '  a n d  
' i d i o p h a s e ' ,  B u ' L o c k  ( 1 9 7 5 )  h a s  e m p h a s i z e d  t h a t  a  
w e l l - m a r k e d  d i v i s i o n  b e t w e e n  g r o w t h - d i r e c t e d  a n d  
s e c o n d a r y  m e t a b o l i c  a c t i v i t i e s  w i l l  b e c o m e  l e s s  u s e f u l  
w h e n  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e s e  a c t i v i t i e s  i s  
a t t a i n e d .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h i s  b e c o m e s  e s p e c i a l l y  
a p p a r e n t  w h e n  i t  i s  o b s e r v e d  t h a t ,  i n  m a n y  c a s e s ,  t h e  
i n a b i l i t y  t o  d e c i d e  w h e t h e r  a  m e t a b o l i t e  i s  p r o d u c e d  
d u r i n g  t h e  i d i o p h a s e  o r  t h e  t r o p h o p h a s e ,  o r  d u r i n g  b o t h ,  
t e n d s  t o  c r e a t e  n e e d l e s s  c o n f u s i o n .
As B u ' L o c k  ( 1 9  7 5 )  h a s  p o i n t e d  o u t ,  i n  u n l i m i t e d  g r o w t h  
t h e  r a t e  o f  u p t a k e  o f  s u b s t r a t e s  i n t o  t h e  m y c e l i u m ,  a n d  
t h e  r a t e  a t  w h i c h  t h e y  a r e  u s e d  f o r  m y c e l i a l  d e v e l o p m e n t ,  
a r e  g o v e r n e d  b y  i n t r i n s i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e  m y c e l i u m  a n d  
a r e ,  t h e r e f o r e ,  a s  h i g h  a s  t h e y  p o s s i b l y  c a n  b e  f o r  t h e  
s y s t e m .  U n l i m i t e d  g r o w t h  i s ,  t h e r e f o r e ,  i n t r i n s i c a l l y  
b a l a n c e d  i n  t h a t  t h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  
p r o c e s s e s  r e m a i n  c o n s t a n t ,  a n d  c o n s e q u e n t l y  i t  i s  t r u l y  
r e p l i c a t o r y .  U n d e r  s u c h  c o n d i t i o n s ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  
m e t a b o l i t e s  a r e  o v e r p r o d u c e d .  I n  b a t c h  c u l t u r e ,  a s  t h e
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p r o g r e s s i v e  c o n s u m p t i o n  o f  s u b s t r a t e  c a r r i e s  t h e  o r g a n i s m  
i n t o  a n d  t h r o u g h  a  s p e c t r u m  o f  i n c r e a s i n g l y  l i m i t e d  
g r o w t h ,  t h e  g r o w t h  b e c o m e s  u n b a l a n c e d  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  
o f  t h e  o r g a n i s m  o c c u r s .  T h u s ,  " s e c o n d a r y  m e t a b o l i s m  i s  
a n  a s p e c t  o f  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  w h i c h  l i m i t e d  g r o w t h  
i m p l i e s "  ( B u ' L o c k ,  1 9 7 5 ) .  W h e t h e r  d i f f e r e n t i a t i o n  t a k e s  
t h e  f o r m  o f  t h e  o v e r p r o d u c t i o n  o f  a  s o - c a l l e d  p r i m a r y  o r  
s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e  d e p e n d s  o n  t h e  o r g a n i s m  a n d  t h e  
s e v e r i t y  o f  g r o w t h  l i m i t a t i o n .  I n  t h i s  w a y ,  t h e  s a m e  
p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t  c a n  b e  s e e n  t o  l e a d  t o  t h e  
o v e r p r o d u c t i o n  o f ,  f o r  e x a m p l e ,  e i t h e r  a n  o r g a n i c  a c i d  o f  
f u n d a m e n t a l  m e t a b o l i c  i m p o r t a n c e  t o  t h e  o r g a n i s m ,  o r  a n  
a p p a r e n t l y  u s e l e s s  m o l e c u l e ,  t h e  e c o l o g i c a l  r o l e  o f  w h i c h  
h a s  y e t  t o  b e  r e a l i s e d .
I t  i s  a l s o  i m p o r t a n t  a t  t h i s  s t a g e  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  
t h e  p r o d u c t s  o f  u n b a l a n c e d  g r o w t h ,  d e s c r i b e d  a b o v e ,  a n d  
n a t u r a l  p r o d u c t s  o f  b a l a n c e d  ( u n r e s t r i c t e d )  g r o w t h .  I n  
a n  a e r o b i c a l l y - g r o w n  o r g a n o t r o p h i c  o r g a n i s m ,  t h e  l a t t e r  
c o n s i s t  o n l y  o f  c a r b o n  d i o x i d e ,  w a t e r ,  b i o m a s s  a n d  h e a t .  
H o w e v e r ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  a n a e r o b i c  g r o w t h ,  t h e  
o r g a n i s m  u s e s  a n  o r g a n i c  c o m p o u n d  a s  t h e  u l t i m a t e  
e l e c t r o n  a c c e p t o r  a s  w e l l  a s  t h e  e l e c t r o n  d o n o r .  T h e  
p r o d u c t s  o f  s u c h  ' f e r m e n t a t i o n s '  i n c l u d e  t h e  c o m m e r c i a l l y  
i m p o r t a n t  m o l e c u l e s  e t h a n o l ,  a c e t a t e ,  l a c t a t e ,  a c e t o n e  
a n d  b u t a n o l .
A q u a l i f i c a t i o n  t o  b e  a d d e d  h e r e ,  h o w e v e r ,  i s  t h e
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d i s c o v e r y  o f  m e t a b o l i t e  o v e r p r o d u c t i o n  i n  f u l l y  a e r o b i c ,  
c a r b o n - s u f f i c i e n t ,  n u t r i e n t - l i m i t e d  c h e m o s t a t  c u l t u r e s  o f  
f a c u l t a t i v e  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  ( N e i j s s e l  a n d  T e m p e s t ,  
1 9 7 9 ;  T e i x e i r a  De M a t t o s  e t  a l . , 1 9 8 2 )  i n  w h i c h  g r o w t h  
a n d  e n e r g y  p r o d u c t i o n  a r e  s e e n  t o  b e  u n c o u p l e d .  I n  s u c h  
c a s e s ,  i t  i s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  o r g a n i s m  u s e s  t h e  
r e d u c t i o n  o f  a n  o r g a n i c  c o m p o u n d ,  t h e  p r o d u c t  o f  w h i c h  i s  
s u b s e q u e n t l y  e x c r e t e d ,  t o  r e g e n e r a t e  t h e  o x i d i s e d  f o r m  o f  
e s s e n t i a l  r e d u c i n g  e q u i v a l e n t s  s o  t h a t  m e t a b o l i s m  m a y  
c o n t i n u e .  S u c h  a  d i s c o v e r y  d o e s  n o t  c o n t r a d i c t  t h e  
h y p o t h e s i s ,  p r o p o s e d  e a r l i e r ,  i n  w h i c h  m e t a b o l i t e  
o v e r p r o d u c t i o n  i s  a b s e n t  i n  u n r e s t r i c t e d  g r o w t h ,  b e c a u s e  
i t  c a n  b e  a r g u e d  t h a t  a  g r o w t h  r e s t r i c t i o n  i s  e s s e n t i a l  
f o r  t h e  a t t a i n m e n t  o f  s t e a d y - s t a t e  g r o w t h  i n  a  c h e m o s t a t .
H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  d i s c o v e r i e s  d o  s e r v e  a s  a n  
e x a m p l e  o f  t h e  p o t e n t i a l  u s e  o f  c h e m o s t a t  c u l t u r e s  i n  t h e  
s t u d y  o f  t h e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  m e t a b o l i t e  o v e r p r o d u c t i o n  
a n d  i n  t h e  p o s s i b l e  e l u c i d a t i o n  o f  c o n d i t i o n s  f o r  o p t i m u m  
p r o d u c t  f o r m a t i o n .
— 1 0 “
ITACONIC ACID PRODUCTION BY AS PERGIL LUS TERREUS
T h e  m i c r o b i a l  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n i c  a c i d  p r o v i d e s  a  g o o d  
e x a m p l e  o f  t h e  n e e d  t o  m o v e  a w a y  f r o m  c l a s s i f y i n g  
o v e r p r o d u c e d  c o m p o u n d s  a s  e i t h e r  ' p r i m a r y '  o r  ' s e c o n d a r y '  
m e t a b o l i t e s .  I t a c o n i c  a c i d  ( m e t h y l e n e s u c c i n i c  a c i d )  h a s  






T h e  c l o s e  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h i s  c o m p o u n d  a n d  
i n t e r m e d i a t e s  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e ,  a n d  i t s  r e l a t i v e  
s i m p l i c i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  l a r g e  s i z e  a n d  c o m p l e x  
s t r u c t u r e  o f  o t h e r  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e s ,  e n c o u r a g e s  i t s  
r e c o g n i t i o n  a s  a  p r i m a r y  p r o d u c t  o f  m e t a b o l i s m .  On t h e  
o t h e r  h a n d ,  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  a p p a r e n t  m e t a b o l i c  
f u n c t i o n  m e a n s  t h a t  i t  m a y  b e  r e g a r d e d  a s  a  t y p i c a l  
s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e .  T h e r e  i s ,  t h e r e f o r e ,  a  n e e d  t o  
t r e a t  t h e  m i c r o b i a l  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  i n  i s o l a t i o n  
f r o m  o t h e r  s u c h  p r o c e s s e s  u n t i l  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  
b i o c h e m i c a l  m e c h a n i s m s  o f  o v e r p r o d u c t i o n  a r e  m a d e  
a p p a r e n t .
C o m m e r c i a l  I m p o r t a n c e  o f  I t a c o n a t e
I t a c o n a t e  h a s  v a r i o u s  u s e s  i n  t h e  p a p e r ,  p a i n t ,  t e x t i l e  
a n d  p l a s t i c s  i n d u s t r i e s .  E s t e r s  s u c h  a s  d i m e t h y l
— 11 —
i t a c o n a t e  a n d  d i b u t y l  i t a c o n a t e  m a y  b e  p o l y m e r i z e d  o r  
c o p o l y m e r i z e d  w i t h  o t h e r  m o n o m e r s  s u c h  a s  m e t h a c r y l a t e s ,  
s t y r e n e  o r  v i n y l  c h l o r i d e ,  t o  f o r m  a  w i d e  v a r i e t y  o f  
p l a s t i c s  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t .  H o w e v e r ,  t h e  
a v a i l a b i l i t y  o f  l e s s  e x p e n s i v e  s t a r t i n g  m a t e r i a l s  s u c h  a s  
m a l e i c  a n d  f u m a r i c  a c i d s  h a s  p r e v e n t e d  m o r e  w i d e s p r e a d  
u s e  o f  i t a c o n a t e  i n  t h e  p l a s t i c s  i n d u s t r y .  A c c o r d i n g  t o  
M i a l l  ( 1 9  7 8 ) ,  o v e r  t h r e e - q u a r t e r s  o f  t h e  i t a c o n a t e  
m a n u f a c t u r e d  i s  u s e d  i n  s t y r e n e  b u t a d i e n e  c o p o l y m e r s  a n d  
f o r  l a t t i c e s  a n d  e m u l s i o n s  i n  g e n e r a l .  T h e  m o s t  
i m p o r t a n t  u s e  o f  t h e s e  i s  i n  c a r p e t  b a c k i n g ,  w i t h  a  
s i g n i f i c a n t  p r o p o r t i o n  e m p l o y e d  f o r  p a p e r  c o a t i n g .  M o s t  
o f  t h e  r e m a i n d e r  i s  u s e d  i n  a c r y l o n i t r i l e  c o p o l y m e r s  f o r  
s y n t h e t i c  f i b r e  m a n u f a c t u r e .  I n c l u s i o n  o f  a b o u t  5% 
i t a c o n a t e  i n  t h e  p o l y m e r  i m p a r t s  t h e  a b i l i t y  t o  t a k e  a n d  
h o l d  p r i n t i n g  i n k s .  P f i z e r  i s  p r o b a b l y  t h e  l a r g e s t  
m a n u f a c t u r e r  o f  i t a c o n a t e .  M e l l e - B e z o n s  h a s  t h e  o n l y  
o t h e r  p l a n t  i n  W e s t e r n  E u r o p e ,  a n d  i t a c o n a t e  i s  a l s o  m a d e  
i n  R u s s i a  a n d  J a p a n .  No p u b l i s h e d  i n f o r m a t i o n  i s  
a v a i l a b l e  o n  s a l e s  v o l u m e .
H i s t o r i c a l  B a c k g r o u n d
I t a c o n i c  a c i d  w a s  o r i g i n a l l y  o b t a i n e d  b y  p y r o l y s i s  o f  
c i t r i c  a c i d .  L o s s  o f  w a t e r  f r o m  c i t r i c  a c i d  r e s u l t s  i n  
t h e  f o r m a t i o n  o f  a c o n i t i c  a c i d  a n d ,  o n  s u b s e q u e n t  
d e c a r b o x y l a t i o n ,  t w o  i s o m e r i c  c o m p o u n d s  w e r e  p r o d u c e d :  
t h e  a n h y d r i d e s  o f  i t a c o n i c  a n d  c i t r a c o n i c  a c i d s .
H o w e v e r ,  t h e  p r o c e s s  w a s  n o t  c o m m e r c i a l l y  s u c c e s s f u l .
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A c o n i t i c  a c i d  i s  p r e s e n t  i n  s u g a r  c a n e  j u i c e  a n d  w a s  
b e l i e v e d  t o  i n t e r f e r e  i n  s u c r o s e  c r y s t a l l i z a t i o n .
R e m o v a l  o f  c a l c i u m  a c o n i t a t e  b y  s u g a r  r e f i n e r s ,  a n d  i t s  
c o n v e r s i o n  t o  i t a c o n i c  a c i d  b y  h e a t i n g ,  w a s  t h e  p r i n c i p a l  
s o u r c e  o f  i t a c o n i c  a c i d  u n t i l  t h e  f e r m e n t a t i o n  p r o c e s s  
w a s  d e v e l o p e d .
I t a c o n a t e  w a s  f i r s t  r e p o r t e d  a s  a  f u n g a l  m e t a b o l i t e  b y  
K i n o s h i t a  ( 1 9 3 1 )  who  d e s c r i b e d  t h e  new  s p e c i e s  
A s p e r g i l l u s  i t a c o n i c u s . C a l a m  e t  a l . ( 1 9 3 9 )  l a t e r  s h o w e d  
i t a c o n a t e  a l s o  t o  b e  a  p r o d u c t  o f  c e r t a i n  s t r a i n s  o f  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . S u b s e q u e n t  s c r e e n i n g  o f  t h i r t y  
c u l t u r e s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  b y  M o y e r  a n d  C o g h i l l  
( 1 9 4 5 )  r e v e a l e d  o n l y  o n e ,  v i z . NRRL 2 6 5 ,  w h i c h  g a v e  
p r o m i s i n g  y i e l d s  f r o m  t h e  p o i n t  o f  v i e w  o f  i n d u s t r i a l  
e x p l o i t a t i o n .  L o c k w o o d  a n d  R e e v e s  ( 1 9 4 5 )  s c r e e n e d  o v e r  
t h r e e  h u n d r e d  s t r a i n s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s , w h i c h  h a d  
b e e n  i s o l a t e d  f r o m  s o i l ,  a n d  f o u n d  t h a t  e l e v e n  o f  t h e s e  
g a v e  a  y i e l d  f r o m  g l u c o s e  i n  e x c e s s  o f  72% ( w / w ) . F r o m  
t h e s e  s c r e e n s ,  t w o  s t r a i n s  (NRRL 2 6 5  a n d  NRRL 19  6 0 )  w e r e  
i n v e s t i g a t e d  m o r e  t h o r o u g h l y ,  a n d  NRRL 19 60  w a s  c h o s e n  
f o r  p i l o t - s c a l e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e .  T h i s  s t r a i n ,  o r  
m u t a n t s  d e r i v e d  f r o m  i t ,  i s  b e l i e v e d  t o  b e  t h e  o r g a n i s m  
u s e d  i n  a l l  s u b s e q u e n t  m a n u f a c t u r i n g  p r o c e s s e s ,  a n d  h a s  
c o n s e q u e n t l y  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  t h o r o u g h  n u t r i t i o n a l  a n d  
p h y s i o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n  ( f o r  r e v i e w s ,  s e e  S m i t h  e t  
a l . , 1 9 7 4 ;  L o c k w o o d ,  1 9 7 5 ,  1 9 7 9  ; M i a l l ,  1 9 7 8 ) .
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B i o c h e m i s t r y  o f  I t a c o n a t e  P r o d u c t i o n  
K i n o s h i t a  ( 1 9 3 1 )  o r i g i n a l l y  p r o p o s e d  t h e  r o u t e  o f  
i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  t o  b e  v i a  t h e  
d e c a r b o x y l a t i o n  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  i n t e r m e d i a t e ,  
c i s - a c o n i t a t e . T h e  c i s - a c o n i  t a t e  d e c a r b o x y l a s e  (CAD) 
r e a c t i o n  i s  s h o w n  i n  S c h e m e  1 .  B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n  
( 1 9 5 7 )  p e r f o r m e d  t h e  f i r s t  c o m p r e h e n s i v e  s t u d y  o f  t h e  
b i o c h e m i s t r y  o f  i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  a n d  a c c o r d i n g l y  
p r o d u c e d  e v i d e n c e  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  CAD i n  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . F r o m  e x p e r i m e n t s  w i t h  r a d i o l a b e l l e d  
g l u c o s e ,  a n d  t h e  i n h i b i t o r s  f l u o r i d e  a n d  i o d o a c e t a t e ,  
t h e s e  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  g l u c o s e  d i s s i m i l a t i o n  
o c c u r r e d  v i a  t h e  E m b d e n - M e y e r h o f - P a r n a s  p a t h w a y ,  a  
p r o p o s a l  w h i c h  h a s  n o t  s i n c e  b e e n  d i s p u t e d .  T h e  u s e  o f  
r a d i o l a b e l l e d  s u c c i n a t e  a n d  a c e t a t e  a d d e d  f u r t h e r  s u p p o r t  
t o  t h e  h y p o t h e s i s  o f  K i n o s h i t a  ( 1 9 3 1 ) ,  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  
d e t e c t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  2 - o x o g l u t a r a t e , s u c c i n a t e  a n d  
m a l a t e  p r o v i d e d  a d d i t i o n a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  o p e r a t i o n  o f  
t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  i n  t h e  o r g a n i s m .  T h e s e  a u t h o r s  
a l s o  r e p o r t e d  t h e  m a n o m e t r i c  d e t e c t i o n  o f  c i s - a c o n i t a t e  
d e c a r b o x y l a t i o n ,  c a t a l y s e d  b y  a  c e l l - f r e e  e x t r a c t  o f  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s , a n d  s h o w e d  t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  t h i s  
r e a c t i o n  t o  b e  s l o w e r  w h e n  c i t r a t e  a n d  i s o c i t r a t e  w e r e  
u s e d  i n s t e a d  o f  c i s - a c o n i t a t e . F r o m  t h i s  t h e y  p r o p o s e d  
t h a t  c i s - a c o n i t a t e  w a s  a  m o r e  i m m e d i a t e  p r e c u r s o r  o f  
i t a c o n a t e  i n  t h e  o r g a n i s m  a n d  t h a t  c o n v e r s i o n  o f  c i t r a t e  
t o  i t a c o n a t e  o c c u r r e d  u n d e r  t h e  s u c c e s s i v e  a c t i o n  o f  
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SCHEME 1 :  THE C I T R I C  ACID CYCLE SHOWING THE 
c i s - A C O N I T A T E  DECARBOXYLASE (CAD) REACTION
- 1 5 -
T h e s e  r e s u l t s  c o n t r a d i c t  t h o s e  o f  E i m h j e l l e n  a n d  L a r s e n  
( 1 9 5 5 )  w ho  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  f l u o r o c i t r a t e  ( a n  i n h i b i t o r  
o f  a c o n i t a s e )  l e d  t o  a  s t i m u l a t i o n  o f  i t a c o n a t e  
p r o d u c t i o n  f r o m  b o t h  c i t r a t e  a n d  g l u c o s e .  C o n v e r s e l y ,  
t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  C o r z o  a n d  T a t u m  ( 1 9 5 3 ) ,  w h o  u s e d  
r a d i o l a b e l l e d  a c e t a t e ,  w e r e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h o s e  o f  
B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n  ( 1 9 5 7 ) .
L a i  a n d  B h a r g a v a  ( 1 9 6 2 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  o f  f l u o r i d e  
i n h i b i t i o n  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  b y  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s  a n d  i t s  r e v e r s a l  b y  p y r u v a t e .  T h e s e  a u t h o r s  
s h o w e d  t h a t  f l u o r i d e  i n h i b i t e d  a  s t e p  i n  t h e  c o n v e r s i o n  
o f  p y r u v a t e  t o  i t a c o n a t e  m o r e  s t r o n g l y  t h a n  i t  i n h i b i t e d  
e n o l a s e .  A r g u i n g  t h a t  a l l  k n o w n  e n z y m e s  o n  t h e  p r o p o s e d  
p a t h w a y  f r o m  p y r u v a t e  t o  i t a c o n a t e  ( p y r u v a t e  
d e h y d r o g e n a s e ,  c i t r a t e  s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e  a n d  CAD) w e r e  
l e s s  s e n s i t i v e  t o  f l u o r i d e  t h a n  w a s  e n o l a s e ,  t h e y  
s u g g e s t e d  t h a t  s o m e  o t h e r  p a t h w a y  m u s t  o p e r a t e .  S h i m i  
a n d  N o u r  E l  D e i n  ( 1 9 6 2 )  p r o p o s e d  a  c o n d e n s a t i o n  o f  
a c e t a t e  a n d  s u c c i n a t e  t o  f o r m  1 , 2 , 3 - p r o p a n e t r i c a r b o x y l i c  
a c i d ,  w h i c h  c o u l d  t h e n  b e  d e h y d r o g e n a t e d  a n d  
d e c a r b o x y l a t e d  t o  i t a c o n a t e .
N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  (1 9  7 3 )  r e p o r t e d  f i n d i n g  n o  e v i d e n c e  
o f  a n  a c t i v e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  
NRRL 1 9 6 0 ,  o r  i n  t w o  h i g h - y i e l d i n g  m u t a n t s  d e r i v e d  f r o m  
i t .  M i t o c h o n d r i a  e x t r a c t e d  f r o m  t h e s e  s t r a i n s  o x i d i s e d
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I t a c o n i c
A c i d
r e d u c e d  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e s  w i t h  g o o d  r e s p i r a t o r y  
c o n t r o l ,  b u t  d i d  n o t  o x i d i s e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  
i n t e r m e d i a t e s  e i t h e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ADP o r  c y t o c h r o m e  
c ,  n o r  a f t e r  d i s r u p t i o n  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e .
I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  i t a c o n a t e  w a s  n o t  s y n t h e s i z e d  v i a  
t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e .
S m i t h  e t  a l . ( 1 9 7 4 )  s u g g e s t e d  t h e  f o l l o w i n g  s e r i e s  o f  
r e a c t i o n s  may  o c c u r :
c i s - a c o n i  t a  t e  — ► c i  t r a c o n a t e  — » c i t r a m a l a t e  ^ i t a c o n a t e ;
J a k u b o w s k a  ( 1 9 7 7 )  f a v o u r e d  t h e  f o l l o w i n g  s c h e m e :  
p y r u v a  t e
+ c i  t r a m a  l y l - C o A — #. c i t r a m a l a t e  — ^ i t a c o n a t e ;
a c e t y l - C o A
a n d  L o c k w o o d  ( 1 9  7 9 )  s u g g e s t e d  a n o t h e r  r o u t e :  
p y r u v a t e
c i t r a m a l a t e  — ► c i t r a c o n a t e  — ► i t a t a r t r a t e  
a c e t y l - C o A  |
i t a c o n a t e .
C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  a r e  s h o w n  o n  t h e  f a c i n g  p a g e .
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AIMS OF TH IS  PROJECT
T h e  a l t e r n a t i v e  r o u t e s  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  i t a c o n a t e  i n  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s , s h o w n  o n  t h e  p r e v i o u s  p a g e ,  w e r e  
p r o p o s e d  p r i m a r i l y  b e c a u s e  o f  t h e  a c c u m u l a t e d  e v i d e n c e  
c o n t r a d i c t i n g  t h e  e x i s t e n c e  o f  CAD.
T h e  f a i l u r e  o f  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 )  t o  
f i n d  a n y  e v i d e n c e  f o r  t h e  o p e r a t i o n  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  
c y c l e  w a s  i n t r i g u i n g .  T h i s  w a s  e s p e c i a l l y  s o  b e c a u s e  o f  
t h e  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  c e n t r a l  r o l e  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  
c y c l e  i n  m e t a b o l i s m .  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 )  h a d  
c u l t u r e d  t h e  o r g a n i s m  u s i n g  s u c r o s e  a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  
c a r b o n  a n d  i t  w o u l d  t h e r e f o r e  b e  e x p e c t e d  t h a t  s y n t h e s i s  
o f  m a n y  o f  t h e  a m i n o  a c i d s  e s s e n t i a l  f o r  p r o t e i n  
f o r m a t i o n  w o u l d  o c c u r  v i a  s u c h  c i t r i c  a c i d  c y c l e  
i n t e r m e d i a t e s  a s  s u c c i n y l - C o A ,  2 - o x o g l u t a r a t e  a n d  
o x a l o a c e t a t e . F u r t h e r m o r e ,  s y n t h e s i s  o f  p o r p h y r i n s ,  
p r e c u r s o r s  o f  h a e m  p r o t e i n s ,  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  o c c u r  
v i a  s u c c i n y l - C o A . T h u s ,  w i t h  a  c a r b o h y d r a t e  c a r b o n  
s o u r c e ,  m o s t  e n z y m e s  o f  t h e  c y c l e  w o u l d  b e  e s s e n t i a l  f o r  
g r o w t h .
T h e  p r i m a r y  a i m s  o f  t h e  p r o j e c t  w e r e ,  t h e r e f o r e ,  t o  m a k e  
a  c l o s e r  a n a l y s i s  o f  t h i s  a r e a  o f  m e t a b o l i s m  i n
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i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . I t  w a s  
c o n s i d e r e d  n e c e s s a r y  t o  l o o k  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  
e n z y m e s  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  a n d  CAD i t s e l f .  I t  w a s  
h o p e d  t h a t  t h e  o r i g i n a l  h y p o t h e s i s  o f  K i n o s h i t a  ( 1 9 3 1 )  
w o u l d  b e  e i t h e r  c o n f i r m e d  o r  r e p u d i a t e d .  D u r i n g  t h e  
c o u r s e  o f  t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s ,  i n d e p e n d e n t  e v i d e n c e  
w h i c h  c o n t r a d i c t e d  t h e  r e s u l t s  o f  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  
( 1 9 7 3 )  w a s  p u b l i s h e d  ( W i n s k i l l ,  1 9 8 3 ) ,  b u t  b e c a u s e  o f  t h e  
s i m i l a r i t y  o f  t h e  c o n c l u s i o n s  d r a w n  b y  t h i s  a u t h o r  a n d  
t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e ,  d e t a i l e d  d i s c u s s i o n  i s  




A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  (NRRL 19 6 0 ,  ATCC 1 0 0 2 0 )  w a s  o b t a i n e d  
f r o m  t h e  C o m m o n w e a l t h  M y c o l o g i c a l  I n s t i t u t e ,  K e w ,  U .K .  
W i l d - t y p e  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  ( PA0 1 )  w a s  f r o m  
P r o f e s s o r  W e i t z m a n ' s  c u l t u r e  c o l l e c t i o n  a t  t h e  U n i v e r s i t y  
o f  B a t h ,  a n d  a  c u l t u r e  o f  i s o c i t r a t e  l y a s e - d e f i c i e n t  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  ( PAC 5 0 1 ,  s e e  S k i n n e r  a n d  C l a r k e ,  
1 9 6 8 )  w a s  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  P r o f e s s o r  P . H .  C l a r k e ,  
D e p a r t m e n t  o f  B i o c h e m i s t r y ,  U n i v e r s i t y  C o l l e g e ,  L o n d o n ,  
U . K .
REAGENTS
I t a c o n i c  a c i d ,  c i s - a c o n i t i c  a c i d ,  ATP a n d  p h e n y l h y d r a z i n e  
h y d r o c h l o r i d e  w e r e  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o . ,  P o o l e ,
D o r s e t ,  U . K .  C o e n z y m e  A a n d  o x a l o a c e t i c  a c i d  w e r e  f r o m  
B o e h r i n g e r ,  M a n n h e i m ,  G e r m a n y ,  a n d  a l l  o t h e r  s u b s t r a t e s ,  
c o f a c t o r s  a n d  e n z y m e s  f o r  t h e  e n z y m e  a s s a y s  w e r e  f r o m  
S i g m a .  S u c r o s e ,  a m m o n iu m  s u l p h a t e ,  c a l c i u m  c h l o r i d e ,  
m a g n e s i u m  s u l p h a t e  a n d  p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  
o r t h o p h o s p h a t e ,  u s e d  f o r  t h e  r o u t i n e  c u l t u r i n g  o f  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s , w e r e  f r o m  B . D . H .  C h e m i c a l s ,  P o o l e ,  
D o r s e t ,  U . K .  a n d  w e r e  a l l  a n a l y t i c a l  g r a d e .  A l l  o t h e r  
c h e m i c a l s  u s e d  w e r e  a n a l y t i c a l  g r a d e .
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MEDIA
C z a p e k - D o x  l i q u i d  m e d i u m  w a s  f r o m  O x o i d  L t d . ,  L o n d o n ,
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U . K .  T h e  c o n s t i t u e n t s  w e r e  (1  d i s t i l l e d  w a t e r ) :  
s u c r o s e  ( 3 0 g ) ,  NaNO^ ( 2 g ) ,  KCl ( 0 . 5 g ) ,  m a g n e s i u m  
g l y c e r o p h o s p h a t e  ( 0 . 5 g ) ,  KgSO^ ( 0 . 3 5 g )  a n d  F e S O ^  VHgO 
( O . O l g ) .  C z a p e k - D o x  a g a r  c o n t a i n e d  a d d i t i o n a l l y  1 5 g  o f  
B a c t o - A g a r  f r o m  D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  D e t r o i t ,  U . S . A .  
P o t a t o - c a r r o t  a g a r  w a s  p r e p a r e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .
D i c e d  p o t a t o  ( 2 0 g )  a n d  c a r r o t  ( 2 0 g )  w e r e  b o i l e d  i n  5 0 0 m l  
o f  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  3 0 m i n .  T h e  r e s i d u a l  p o t a t o  a n d  
c a r r o t  w e r e  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  m u s l i n  a n d  t h e  
f i l t r a t e  w a s  a d d e d  t o  1 5 g  o f  B a c t o - A g a r  a n d  t h e n  m a d e  u p  
t o  o n e  l i t r e .
SEPHADEX G - 2 5  G E L -F IL T R A T IO N
D e s a l t i n g ,  a f t e r  t h e  a m m o n iu m  s u l p h a t e  f r a c t i o n a t i o n ,  a n d  
t h e  r e m o v a l  o f  o t h e r  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  m o l e c u l e s  f r o m  
e n z y m e  e x t r a c t s ,  w e r e  r o u t i n e l y  p e r f o r m e d  b y  
g e l - f i l t r a t i o n  u s i n g  S e p h a d e x  G - 2 5  ( P D - 1 0 )  c o l u m n s  
o b t a i n e d  f r o m  P h a r m a c i a  F i n e  C h e m i c a l s ,  U p p s a l a ,  S w e d e n .  
T h e  c o l u m n s  h a d  a  b e d  v o l u m e  o f  9 m l  a n d  a  b e d  h e i g h t  o f  
5 c m .  T h e  s a m p l e  ( 2 . 5 m l )  w a s  l o a d e d  o n t o  t h e  c o l u m n  a n d  
t h e  i n i t i a l  2 . 5 m l  o f  e l u a t e  w a s  d i s c a r d e d .  T h e  h i g h  
m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p o n e n t s  w e r e  t h e n  e l u t e d  w i t h  3 . 5 m l  
o f  b u f f e r .
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CULTURE C O N D I T I O N S  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s
S t o c k  c u l t u r e s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w e r e  m a i n t a i n e d  o n
p o t a t o - c a r r o t  a g a r  s l o p e s  u n d e r  s t e r i l i z e d  p a r a f f i n  o i l
a t  4 ° C ,  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  C z a p e k - D o x  a g a r  s l o p e s ,
i n c u b a t e d  a t  3 2 ° C ,  f o r  s p o r e  p r o d u c t i o n .  C o n i c a l  f l a s k s
( 5 0 0 m l ) ,  e a c h  c o n t a i n i n g  1 0 0 m l  o f  m e d i u m ,  w e r e  i n o c u l a t e d
w i t h  s p o r e s  w a s h e d  f r o m  7 - d a y  o l d  C z a p e k - D o x  s l o p e s  u s i n g
0 . 8 5 %  s a l i n e  s o l u t i o n  a n d  w e r e  i n c u b a t e d  o n  a  r o t a r y
s h a k e r  a t  3 2 ° C .  I n  l a t e r  e x p e r i m e n t s ,  w h e r e  i n d i c a t e d ,  a
5 - d a y  o l d  c u l t u r e  f r o m  s u c h  a  f l a s k  w a s  u s e d  a s  t h e
i n o c u l u m  ( 2 % v / v )  f o r  t h e  f e r m e n t e r  a n d  r e p l i c a t e  f l a s k
c u l t u r e s .  A s  i n d i c a t e d  i n  t h e  R e s u l t s  s e c t i o n  ( p . 3 5 ) ,
h i g h  y i e l d s  o f  i t a c o n a t e  w e r e  p r o d u c e d  c o n s i s t e n t l y  w h e n
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w a s  c u l t u r e d  i n  a  m e d i u m  c o n t a i n i n g
10% s u c r o s e  ( o r  g l u c o s e )  a n d  t a p  w a t e r .  T h e  c o n s t i t u e n t s  
- 1
w e r e  (1  t a p  w a t e r ) ;  s u c r o s e  ( l O O g ) ,  (NH^ ) 2  SO^ ( 3 g ) ,  
C a C l g  SWgO ( 2 g ) ,  MgSO^ ( 0 . 5 g )  a n d  KHgPO^ ( O . l g ) ;
t h e  f i n a l  pH w a s  a d j u s t e d  t o  3 u s i n g  2M H C l . M y c e l i a  
f r o m  w h i c h  p r e p a r a t i o n s  o f  CAD w e r e  m a d e  w e r e  r o u t i n e l y  
h a r v e s t e d  9 0 h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  N o n - i t a c o n a t e -  
p r o d u c i n g  c u l t u r e s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w e r e  o b t a i n e d  
b y  s u b s t i t u t i n g  KNO^ ( 3 g )  f o r  t h e  a m m o n i u m  s u l p h a t e  ( s e e  
p . 35  a n d  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k ,  1 9 7 3 ) .
T h e  f e r m e n t e r  c o n s i s t e d  o f  a  s e c t i o n  o f  QVF g l a s s  p i p e  
(2 0 c m  l o n g ,  1 6 c m  d i a m e t e r )  c o n t a i n i n g  4 s t a i n l e s s  s t e e l
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b a f f l e s ,  c l o s e d  a t  b o t h  e n d s  b y  s t a i n l e s s  s t e e l  p l a t e s ,  
a n d  s e a l e d  b y  r u b b e r  g a s k e t s .  T h e  i m p e l l e r  w a s  a  
h o r i z o n t a l l y  m o u n t e d  t u r b i n e  ( 5 c m  d i a m e t e r )  o p e r a t i n g  a t  
5 0 0 r p m .  C o n t i n u o u s  m o n i t o r i n g  o f  pH w a s  p e r f o r m e d  w i t h  a  
r e c o r d i n g  pH m e t e r  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s t e a m  
s t e r i l i z a b l e  g l a s s  c o m b i n e d  e l e c t r o d e  ( P y e  I n g o l d ) .  
C o m p r e s s e d  a i r ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  1 l i t r e  m i n  , w a s  
p a s s e d  t h r o u g h  a  s t e r i l e  m u l t i f i b r e  f i l t e r  a n d  i n t o  t h e  
f e r m e n t e r  t h r o u g h  f i v e  1mm h o l e s  i n  a  s p a r g e r  s i t u a t e d  
b e n e a t h  t h e  i m p e l l e r .  T h e  t e m p e r a t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  a t  
3 2 ° C  b y  m e a n s  o f  a  h e a t i n g  c o i l  a n d  c o l d  w a t e r  c o o l i n g  
f i n g e r .  A s i l i c o n e  a n t i f o a m i n g  r e a g e n t  w a s  u s e d  i n  t h e  
a u t o m a t i c  f o a m  c o n t r o l .
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a
B o t h  s t r a i n s  o f  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  ( P A O l  a n d  PAC 5 0 1 )  
w e r e  m a i n t a i n e d  a n d  c u l t u r e d  i n  t h e  s a m e  w a y .  T h e  
o r g a n i s m s  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  n u t r i e n t - a g a r  s l o p e s  a t  4°C  
a n d  g r o w n  i n  5 0 0 m l  c o n i c a l  f l a s k s ,  c o n t a i n i n g  2 0 0 m l  o f  
m e d i u m ,  o n  a  r o t a r y  s h a k e r  a t  3 2 ° C .  T h e  m e d i u m  c o n s i s t e d  
o f  s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2  ( 5 0 m M ) ,
NH^Cl ( 5 0 m M ) ,  d i s o d i u m  i t a c o n a t e  (20mM) a n d  s a l t s  (1  ) :
C a C l g  GHgO ( 4 0 m g ) ,  MgSO^ 7 H2 O ( 8 0 m g ) ,  MnSO^ 4 H2 O ( 4 m g )  
a n d  F e S O ^  ^ ^ 2 ^  ( 4 m g ) .
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PREPARATIO N OF EXTRACTS  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s
Two m e t h o d s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  c e l l - f r e e  
e x t r a c t s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . T h e  f i r s t  w a s  p e r f o r m e d  
f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  e x t r a c t s  f r o m  w h i c h  t h e  a c t i v i t i e s  
o f  c i t r i c  a c i d  c y c l e  e n z y m e s  w e r e  d e t e r m i n e d ,  a n d  
i n v o l v e d  t h e  u s e  o f  t h e  B i o g e n  X - p r e s s .  I n  t h e  s e c o n d  
m e t h o d ,  a  m o r t a r ,  p e s t l e  a n d  a c i d - w a s h e d  s a n d  w e r e  u s e d .  
I n  b o t h  c a s e s ,  t h e  m y c e l i u m  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  
c u l t u r e  m e d i u m  b y  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  m u s l i n  a n d  w a s h e d  
w i t h  a p p r o x i m a t e l y  5 v o l u m e s  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  f o l l o w e d  
b y  3 v o l u m e s  o f  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r .  T h e  m y c e l i u m  w a s  
t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  t h e  e x t r a c t i o n  
b u f f e r .
X - P R E S S  EXTRACTION. T h r e e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  e x t r a c t i o n  
b u f f e r  w e r e  u s e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c i t r i c  a c i d  
c y c l e  e n z y m e  a c t i v i t i e s .  I n  t h i s  w a y ,  e r r o r s  d u e  t o  t h e  
i n s t a b i l i t y  o f  c e r t a i n  e n z y m e s  i n  p a r t i c u l a r  b u f f e r s  w e r e  
r e d u c e d .  T h e  b u f f e r s  w e r e :  ( a )  lOOmM T r i s - H C l ,  ImM EDTA, 
pH 8 ; ( b )  lOOmM HEPES ( N - 2 - H y d r o x y e t h y l p i p e r a z i n e - N - 2
- e t h a n e s u l p h o n i c  a c i d ) ,  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 5  w i t h  2M NaOH; 
a n d  ( c )  50mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  3mM M g C l g ,  O.litiM 
EDTA, 150pM  p h e n y l m e t h y l s u l p h o n y l  f l u o r i d e ,  5mM 
m e r c a p t o e t h a n o l , pH 7 . 5 .  T h e  m y c e l i a l  s u s p e n s i o n  w a s  
f r o z e n  i n s i d e  t h e  c h a m b e r  o f  t h e  X - p r e s s  a n d  f o r c e d  
t h r o u g h  a  h o l e  ( 2 mm d i a m e t e r )  b y  a  p i s t o n  u n d e r  t h e  
a c t i o n  o f  a  h y d r a u l i c  p r e s s .  I t  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e
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h o l e  a  f u r t h e r  t h r e e  t i m e s ,  a n d  t h e n  a l l o w e d  t o  t h a w
s l o w l y .  T h e  s u p e r n a t a n t  r e s u l t i n g  f r o m  s u b s e q u e n t
c e n t r i f u g a t i o n  a t  40 GOOg f o r  2 0 m i n  w a s  t h e  e x t r a c t  u s e d
i n  t h e  a s s a y s ,  a n d  c o n t a i n e d  b e t w e e n  4 a n d  5mg o f  s o l u b l e  
-1
p r o t e i n  ml
MORTAR AND PESTLE EXTRACTION. T h i s  m e t h o d  w a s  a d o p t e d  
f o r  t h e  f e r m e n t a t i o n  t i m e - c o u r s e  e x p e r i m e n t s  f o r  w h i c h  a  
m o r e  r a p i d  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  w a s  n e c e s s a r y .  A f t e r  
b e i n g  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  e x t r a c t i o n  b u f f e r  ( 20mM 
s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  f o r  s t u d i e s  o n  
C A D ) ,  t h e  m y c e l i u m  w a s  g r o u n d  v i g o r o u s l y  i n  a  m o r t a r  a n d  
p e s t l e  w i t h  a c i d - w a s h e d  s a n d  f o r  2 - 3  m i n .  T h e  
s u p e r n a t a n t  r e s u l t i n g  f r o m  s u b s e q u e n t  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
40  OOOg f o r  20 m i n  c o n t a i n e d  b e t w e e n  1 . 5  a n d  4mg o f  
p r o t e i n  ml ^ , d e p e n d i n g  o n  t h e  a g e  o f  t h e  m y c e l i u m .
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a
A f t e r  2 4 h  g r o w t h ,  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a t  10  OOOg f o r  l O m i n ,  w a s h e d ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  20mM 
s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 .  T h e  
s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  s u b j e c t e d  t o  t h e  o u t p u t  o f  a n  
U l t r a s o n i c s  c e l l  d i s i n t e g r a t o r ,  o p e r a t i n g  a t  50W, f o r  
2 m i n ,  w i t h  c o o l i n g ,  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  40 OOOg f o r  2 0 m i n .  
T h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t ,  u s e d  f o r  t h e  e n z y m i c  
c o n v e r s i o n  o f  i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e ,  w a s  f o u n d  t o  b e  
s t a b l e  w h e n  f r o z e n ;  a n  e x t r a c t  s t o r e d  a t  - 1 5 ° C  f o r  3 
m o n t h s  l o s t  o n l y  8 % o f  i t s  i n i t i a l  a c t i v i t y .
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AMMONIUM SULPH ATE F R ACTI ON ATIO N
T h e  c e l l - f r e e  e x t r a c t  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w a s  
r o u t i n e l y  f r a c t i o n a t e d  f o r  t h e  p u r p o s e  o f  d i s c o n t i n u o u s  
CAD s t u d i e s .  To e a c h  1 0 m l  o f  t h e  u n f r a c t i o n a t e d  e x t r a c t  
w e r e  a d d e d  2 . 4 3 g  o f  s o l i d  a m m o n i u m  s u l p h a t e ,  s l o w l y ,  w i t h  
s t i r r i n g  (40% s a t u r a t i o n ) .  A f t e r  3 0 m i n ,  t h e  r e s u l t i n g  
p r e c i p i t a t e  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0  OOOg f o r  
l O m i n  a n d  d i s c a r d e d .  To e a c h  1 0 m l  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  
w e r e  a d d e d  1 . 3 2 g  o f  s o l i d  a m m o n i u m  s u l p h a t e  (60% 
s a t u r a t i o n )  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r  3 0 m i n ;  a f t e r  
c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0  OOOg, l O m i n ) ,  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s  
d i s s o l v e d  i n  2 . 5 m l  o f  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  pH 7 . 0 .  T h i s  s o l u t i o n  o f  e n z y m e  w a s  t h e n  p a s s e d  
d o w n  a  S e p h a d e x  G - 2 5  c o l u m n  ( d e t a i l s  g i v e n  o n  p . 2 1 )  a n d  
t h e  3 . 5 m l  o f  p r o t e i n - c o n t a i n i n g  e l u a t e  ( a p p r o x i m a t e l y  
lOmg o f  p r o t e i n )  w e r e  r e t a i n e d  a s  t h e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  
e x t r a c t .
ANALYSES
I t a c o n a t e
Q u a l i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  i t a c o n a t e  w a s  p e r f o r m e d  
a c c o r d i n g  t o  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  o f  B u c h  e t  a l . 
( 1 9 5 2 )  a s  a d a p t e d  b y  L a r s e n  ( 1 9 5 7 ) .  S t a n d a r d s  o f  
i t a c o n i c ,  c i s - a c o n i t i c , c i t r i c  a n d  i s o c i t r i c  a c i d s  a n d  a  
m i x t u r e  o f  t h e s e  (15m g  m l  ) w e r e  a p p l i e d  ( l O p l  e a c h )  t o  a  
2 5 x 2 5 c m  s h e e t  o f  W h a t m a n  No.  1 p a p e r .  S a m p l e s  o f  c u l t u r e  
m e d i a  t o  b e  a n a l y s e d  w e r e  s h a k e n  w i t h  a  p r o t o n - c h a r g e d
—  2 6 “
c a t i o n  e x c h a n g e  r e s i n  (D ow ex  5 0 - X 8 )  b e f o r e  b e i n g  a p p l i e d  
( 1 0 [ i l ) .  T h e  c h r o m a t o g r a m  w a s  d e v e l o p e d  u s i n g  t h e  u p p e r  
p h a s e  o f  a  m i x t u r e  o f  e t h y l  a c e t a t e  : 4 . 4 M  a c e t i c  a c i d  
( 1  : 2 )  a n d  t h e n  s p r a y e d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  0 . 0 4 %  
b r o m o p h e n o l  b l u e  i n  e t h a n o l .  T h e  y e l l o w  a c i d i c  s p o t s  
w e r e  c l e a r l y  v i s i b l e  a g a i n s t  a  b l u e  b a c k g r o u n d .
I n i t i a l l y ,  f o r  t h e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
i t a c o n a t e ,  t h e  b r o m i n a t i o n  m e t h o d  o f  F r i e d k i n  ( 1 9 4 5 )  a s  
a d a p t e d  t o  s p e c t r o p h o t o m e t r y  b y  A d l e r  e t  a l .  ( 1 9 5 7 )  w a s  
e m p l o y e d .  S a m p l e s  ( l O O p l ) ,  c o n t a i n i n g  b e t w e e n  0 . 1  a n d  1 
mg o f  i t a c o n a t e  p e r  m l ,  w e r e  a d d e d  t o  l O O p l  o f  t h e  
' B r o m i n e  R e a g e n t '  ( b r o m i n e ,  1 m l ;  K B r ,  3 g ;  K C l ,  1 . 8 7 g ;  IM 
H C l ,  4 8 . 5 m l ;  d i s t i l l e d  w a t e r ,  t o  5 0 0 m l )  a n d  8 0 0 p l  o f  2M 
HCl i n  a  1 m l  c u v e t t e .  A f t e r  20 m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  
t h e  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  3 8 5 n m ,  d u e  t o  b r o m i n e  
d e c o l o u r i z a t i o n , w a s  m e a s u r e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  
a g a i n s t  a  b l a n k  w h i c h  c o n t a i n e d  w a t e r  i n  p l a c e  o f  
i t a c o n a t e .
A r a p i d  s c r e e n i n g  p r o c e d u r e  f o r  a c i d  p r o d u c t i o n  i n  
d i f f e r e n t  c u l t u r e  m e d i a  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  i n v o l v e d  
t i t r a t i o n  o f  a  5ml a l i q u o t  o f  t h e  m e d i u m  a g a i n s t  O . I M  
NaOH. Two d r o p s  o f  a  0 . 0 5 %  s o l u t i o n  o f  p h e n o l p h t h a l e i n  
i n  e t h a n o l  : w a t e r  ( 1  : 1 ) w a s  t h e  i n d i c a t o r .
P r o t e i n
P r o t e i n  w a s  m e a s u r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  e t
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a l .  ( 1 9 5 1 )  w i t h  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  a s  t h e  s t a n d a r d .
B i o m a s s
G r o w t h  w a s  e s t i m a t e d  a s  d r y  w e i g h t ;  m y c e l i a  h a r v e s t e d  
f r o m  t h e  c u l t u r e s  b y  f i l t r a t i o n  w e r e  w a s h e d  w i t h  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  d r i e d  t o  a  c o n s t a n t  w e i g h t  i n  a n  o v e n  
a t  1 0 5 ° C .
S u c r o s e
S u c r o s e  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m e t h o d  o f  F a i r b u r n  ( 1 9 5 3 ) ,  a n  a s s a y  s p e c i f i c  f o r  
c a r b o h y d r a t e s .  To t h e  s a m p l e  ( 2 0 0 p l ) ,  c o n t a i n i n g  1 t o  l O p g  
o f  s u c r o s e ,  w a s  a d d e d  1ml o f  t h e  ' A n t h r o n e  R e a g e n t '  ( 0 . 1 %  
w / v  a n t h r o n e  i n  72% s u l p h u r i c  a c i d )  . F o l l o w i n g  a  l O m i n  
i n c u b a t i o n  i n  a  b o i l i n g  w a t e r - b a t h , a n d  s u b s e q u e n t  
c o o l i n g ,  t h e  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  6 2 0 n m  w a s  m e a s u r e d  
a g a i n s t  a  b l a n k  w h i c h  c o n t a i n e d  n o  s u c r o s e .
A m m o n ia
A m m o n ia  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  p h e n o l  h y p o c h l o r i t e  m e t h o d  
o f  M u e l l e r - B e i s s e n h i r t z  a n d  K e l l n e r  ( 1 9 6 5 )  a s  d e s c r i b e d  
b y  D a w e s  e t  a l .  ( 1 9 7 1 ) .  To t h e  s a m p l e  ( l O O p l ) ,  c o n t a i n i n g
0 . 1  t o  0 . 5  p g  o f  a m m o n i a ,  w e r e  a d d e d  0 . 5 m l  o f  s o l u t i o n  1
-1 -1 
( l O g  1 p h e n o l ,  0 . 0 5 g  1 s o d i u m  n i t r o p r u s s i d e ) a n d
-1  -1  0 . 5 m l  o f  s o l u t i o n  2 ( 5 g  1 NaOH, 0 . 0 5 g  1 s o d i u m
h y p o c h l o r i t e ) .  A f t e r  3 0 m i n  i n c u b a t i o n  a t  3 7 ° C ,  t h e
c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  625nm  w a s  m e a s u r e d  a g a i n s t  a
b l a n k  w h i c h  c o n t a i n e d  n o  a m m o n i a .
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P h o s p h o r u s
T h e  a s c o r b i c  a c i d  m e t h o d  o f  Amman a n d  H i n s b e r g  ( 1 9 3 6 )  a s  
m o d i f i e d  b y  L o w r y  e t  ( 1 9  5 4 )  a n d  d e s c r i b e d  b y  C h e n  e t
a l . ( 1 9 5 6 )  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p h o s p h o r u s
i n  t h e  c u l t u r e  m e d i a .  To t h e  s a m p l e  ( 1 m l ) ,  c o n t a i n i n g
Ô . 1  t o  2  p g  o f  p h o s p h o r u s  w a s  a d d e d  1 ml o f  a  f r e s h l y -
p r e p a r e d  m i x t u r e  o f  6 N s u l p h u r i c  a c i d  : d i s t i l l e d  w a t e r  :
2 .5 %  a m m o n i u m  m o l y b d a t e  : 10% a s c o r b i c  a c i d  ( 1 : 2 : 1 :
1 ) .  A f t e r  a  t w o - h o u r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 ^ 0 ,  t h e  c h a n g e  i n  
a b s o r b a n c e  a t  8 2 0 n m  w a s  m e a s u r e d  a g a i n s t  a  b l a n k  w h i c h  
c o n t a i n e d  n o  p h o s p h o r u s .
FAST PROTEIN L IQ U ID  CHROMATOGRAPHY 
I o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  p e r f o r m e d  o n  t h e  
P h a r m a c i a  FPLC s y s t e m  u s i n g  t h e  m o n o - Q  c o l u m n  w h i c h  i s  a n  
a n i o n  e x c h a n g e r .  P a r t i a l l y - p u r i f i e d  e n z y m e  e x t r a c t s  w e r e  
a p p l i e d  a n d  CAD w a s  e l u t e d  u s i n g  g r a d i e n t s  o f  C l  a s  t h e  
c o u n t e r i o n  i n  20mM t r i e t h a n o l a m i n e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 .
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ENZYME A S S A Y S
A l l  t h e  e n z y m e  a s s a y s ,  d e t a i l e d  b e l o w ,  w e r e  p e r f o r m e d  i n
a  P y e - U n i c a m  S P 8 - 4 0 0  d u a l - b e a m  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  2 5 ° C .
I n  e a c h  c a s e ,  t h e  r e f e r e n c e  c u v e t t e  c o n t a i n e d  a l l  t h e
r e a c t a n t s  l i s t e d  e x c e p t  t h e  s u b s t r a t e  i n d i c a t e d  a s  t h e
r e a c t i o n  i n i t i a t o r .  I n i t i a l  r a t e s  o f  r e a c t i o n s  w e r e  . .
s h o w n  t o  b e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f
e x t r a c t  a d d e d ,  o v e r  t h e  r a n g e  u s e d ,  a n d  a c t i v i t i e s  w e r e
s h o w n  t o  b e  l o s t  o n  h e a t i n g  t h e  e n z y m e  e x t r a c t  t o  1 0 0 ° C
f o r  5 m i n ,  a n d  c o o l i n g ,  p r i o r  t o  a d d i t i o n .  T h e  a b s o r p t i o n
- 1
c o e f f i c i e n t s  e m p l o y e d  i n  t h e  c a l c u l a t i o n s  w e r e  ( 1  m o l  
c m " ^ ) :  N A D ( P ) H ,  6 . 2 x 1 0 ^ ;  r e d u c e d  DTNB, 1 3 . 6 x 1 0 ^ ;  2 , 6 -  
d i c h l o r o p h e n o l i n d o p h e n o l  ( D C P I P ) ,  1 6 . 1 x 1 0 ^ ;  a n d  f u m a r a t e ,  
1 . 3 x 1 0 ^ .
C i t r a t e  S y n t h a s e
C i t r a t e  s y n t h a s e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  S r e r e  e t  
a l . ( 1 9 6 3 )  i n  w h i c h  t h e  CoA p r o d u c e d  i n  t h e  r e a c t i o n  
r e d u c e s  DTNB t o  f o r m  t h e  y e l l o w  t h i o n i t r o b e n z o a t e  a n i o n  
T h e  1m l  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s ) :  
20mM T r i s - H C l  b u f f e r ,  pH 8 , ImM EDTA, 0 . 2mM d i s o d i u m  
o x a l o a c e t a t e ,  0 . 1 5mM a c e t y l - C o A ,  O .lm M  DTNB a n d  e n z y m e  
e x t r a c t .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  
o x a l o a c e t a t e  a n d  w a s  f o l l o w e d  a t  4 1 2 n m .  A c e t y l - C o A  w a s  
p r e p a r e d  f r o m  CoA a n d  a c e t i c  a n h y d r i d e  b y  t h e  m e t h o d  o f  
S t a d t m a n  ( 1 9 5 7 ) .
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A c o n i t a s e
A c o n i t a s e  w a s  m e a s u r e d  b y  t h e  e n z y m e - l i n k e d  m e t h o d  i n  
w h i c h  t h e  i s o c i t r a t e  f o r m e d  f r o m  t h e  a d d e d  s u b s t r a t e ,  
c i t r a t e ,  i s  c o n v e r t e d  t o  2 - o x o g l u t a r a t e  u n d e r  t h e  a c t i o n  
o f  N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w i t h  
c o n c o m i t a n t  f o r m a t i o n  o f  NADPH. T h e  1 m l  a s s a y  m i x t u r e  
c o n t a i n e d  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s ) :  20mM T r i s - H C l  b u f f e r ,  
pH 8 , ImM EDTA, lOmM M g C l g ,  0 . 5mM NADP^,  0 . 2  u n i t s  o f  
p o r c i n e  N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  5mM 
t r i s o d i u m  c i t r a t e  a n d  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  r e a c t i o n  w a s  
s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  c i t r a t e  a n d  w a s  f o l l o w e d  a t  
3 4 0 n m .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  c o n t a i n  s i g n i f i c a n t  l e v e l s  o f  a l c o h o l  
d e h y d r o g e n a s e .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  NADP^,  t h i s  e n z y m e  i s  
c a p a b l e  o f  u n d e r t a k i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  g l y c e r o l ,  w i t h  
t h e  r e s u l t i n g  f o r m a t i o n  o f  NADPH. S i n c e  t h i s  r e a c t i o n  
w o u l d  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a c o n i t a s e  
a c t i v i t y ,  a  g l y c e r o l - f r e e  p r e p a r a t i o n  o f  N A D P - d e p e n d e n t  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  e m p l o y e d .
I s o c i t r a t e  D e h y d r o g e n a s e
N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d  b y  
t h e  m e t h o d  o f  K o r n b e r g  ( 1 9 5 5 )  i n  w h i c h  t h e  r e d u c t i o n  o f  
NADP^ i s  f o l l o w e d  a t  3 4 0 n m .  T h e  1m l  a s s a y  m i x t u r e  
c o n t a i n e d  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s ) :  20mM T r i s - H C l ,  pH 8 , 
lOmM M g C l g ,  ImM EDTA, 0 . 2mM NADP^,  4mM d i s o d i u m  
D L - i s o c i t r a t e  a n d  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  r e a c t i o n  w a s
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s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  i s o c i t r a t e .
N A D - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d  i n  t h e  
s a m e  w a y  e x c e p t  t h a t  0 . 2mM NAD^ w a s  u s e d  i n s t e a d  o f  
NADP^,  a n d  ImM AMP w a s  a l s o  i n c l u d e d  i n  t h e  a s s a y  
m i x t u r e  .
2 - O x o g l u t a r a t e  D e h y d r o g e n a s e
2 - O x o g l u t a r a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  
R e e d  e t  a l . ( 1 9  6 9 )  i n  w h i c h  t h e  r e d u c t i o n  o f  NAD^ i s  
f o l l o w e d  a t  3 4 0 n m .  T h e  1 m l  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  ( f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n s ) :  50mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  
pH 7 ,  ImM M g C l g ,  ImM NAD^, 0 .2m M t h i a m i n  p y r o p h o s p h a t e ,  
0 .13m M  CoA,  2 . 6 mM c y s t e i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  2mM d i s o d i u m  
2 - o x o g l u t a r a t e  a n d  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  r e a c t i o n  w a s  
s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  2 - o x o g l u t a r a t e .
A s s a y  o f  p y r u v a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  p e r f o r m e d  i n  t h e  s a m e  
w a y  e x c e p t  t h a t  2mM s o d i u m  p y r u v a t e  w a s  t h e  s u b s t r a t e  
i n s t e a d  o f  t h e  2 - o x o g l u t a r a t e .
S u c c i n a t e  T h i o k i n a s e
S u c c i n a t e  t h i o k i n a s e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  
L e i t z m a n  e t  a l . ( 1 9  7 0 )  i n  w h i c h  t h e  CoA p r o d u c e d  i n  t h e  
r e a c t i o n  r e d u c e s  DTNB t o  f o r m  t h e  y e l l o w
t h i o n i t r o b e n z o a t e  a n i o n .  T h e  1 m l  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  
( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s ) :  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  pH 7 . 5 ,  lOmM M g C l g ,  0 . 5mM ADP, O.lmM DTNB, 0 . 2mM
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s u c c i n y l - C o A  a n d  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  r e a c t i o n  w a s  
s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  ADP a n d  f o l l o w e d  a t  4 1 2 n m .  
S u c c i n y l - C o A  w a s  p r e p a r e d  u s i n g  CoA a n d  s u c c i n i c  
a n h y d r i d e  b y  t h e  m e t h o d  o f  S i m o n  a n d  S h e m i n  ( 1 9 5 3 ) .
S u c c i n a t e  D e h y d r o g e n a s e
S u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  
M u l l e r  e t  a l .  ( 1 9 6 8 )  i n  v h i c h  t h e  r é d u c t i o n  à n d
c o n c o m i t a n t  f o r m a t i o n  o f  D C P I P  i s  f o l l o w e d  a t  6 0 0 n m .  T h e  
1m l  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s ) :  50mM 
s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 5 ,  30pM D C P I P ,  ImM 
N - m e t h y l p h e n a z i n i u m  m e t h o s u l p h a t e , 2mM KCN, 0 . 0 5 %  T r i t o n  
X - 1 0 0 ,  20mM d i s o d i u m  s u c c i n a t e  a n d  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  
r e a c t i o n  w a s  s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  s u c c i n a t e .
F u m a r a s e
F u m a r a s e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  M a s s e y  ( 1 9 5 5 )  i n  
w h i c h  t h e  f o r m a t i o n  o f  f u m a r a t e  i s  f o l l o w e d  a t  2 5 0 n m .
T h e  1 m l  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s ) :  
20mM T r i s - H C l  b u f f e r ,  pH 8 , lOmM M g C l g ,  ImM EDTA, 5mM 
d i s o d i u m  m a l a t e  a n d  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  r e a c t i o n  w a s  
s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  m a l a t e .
M a l a t e  D e h y d r o g e n a s e
M a l a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  O c h o a  
( 1 9 5 8 )  i n  w h i c h  t h e  o x i d a t i o n  o f  NADH i s  f o l l o w e d  a t  
3 4 0 n m .  T h e  1ml  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n e d  ( f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n s ) :  lOOmM T r i s - H C l ,  pH 8 , 0 . 2mM NADH, 0 . 2mM 
d i s o d i u m  o x a l o a c e t a t e  a n d  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  r e a c t i o n  
w a s  s t a r t e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  o x a l o a c e t a t e .
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R E SU L T S AND D I S C U S S I O N  
SE L E C T I O N  OF GROWTH MEDIUM
I n  t h e  p a s t ,  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  (NRRL 1 9 6 0 )  h a s  b e e n  
c u l t u r e d  i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  g r o w t h  m e d i a .  F o r  e c o n o m i c  
r e a s o n s ,  t h e  i n d u s t r i a l  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  b y  t h i s  
o r g a n i s m  h a s  f r e q u e n t l y  e m p l o y e d  c o r n - s t e e p  l i q u o r  a s  a  . 
k e y  i n g r e d i e n t  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  T h e  o r g a n i s m  h a s  
a l s o  b e e n  g r o w n  u n d e r  r e l a t i v e l y  s i m p l e  n u t r i t i o n a l  
c o n d i t i o n s  s u c h  a s  i n  C z a p e k - D o x  l i q u i d  m e d i u m .  I n  o r d e r  
t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p h y s i o l o g y  a n d  b i o c h e m i s t r y  o f  
i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n ,  p r e v i o u s  w o r k e r s  h a v e  s o u g h t  t o  
s t u d y  t h e  f e r m e n t a t i o n  u n d e r  s t r i c t l y  d e f i n e d  a n d ,  
t h e r e f o r e ,  r e p r o d u c i b l e  c o n d i t i o n s .  H o w e v e r ,  n o t  a l l  t h e  
m e d i a  w h i c h  a l l o w  g r o w t h  a l s o  s u p p o r t  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  
e x c r e t i o n  o f  i t a c o n a t e ,  C z a p e k - D o x  l i q u i d  m e d i u m  b e i n g  a  
t y p i c a l  e x a m p l e .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  c o n s t i t u e n c y  o f  
c o r n - s t e e p  l i q u o r  d o e s ,  b y  t h e  v e r y  n a t u r e  o f  i t s  
p r o d u c t i o n ,  v a r y  c o n s i d e r a b l y  f r o m  b a t c h  t o  b a t c h .  I n  
s p i t e  o f  t h e s e  p r o b l e m s ,  d e f i n e d  m e d i a  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  i t a c o n a t e  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  
( N o w a k o w s k a - W a s z c z u k , 1 9 7 3 ;  R y c h t e r a  a n d  W a s e ,  1 9 8 1 ;  
K a u t o l a  e t  a l . , 1 9 8 5 )  a s  h a v e  t h e  e f f e c t s  o f  i r o n ,  c o p p e r ,  
c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  ( s u m m a r i z e d  b y  A t k i n s o n  a n d  
M a v i t u n a ,  1 9 8 3 ) .  Am m oniu m  i o n s  a p p e a r  t o  b e  t h e  
p r e f e r r e d  n i t r o g e n  s o u r c e  f o r  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  ( M o y e r  
a n d  C o g h i l l ,  1 9 4 5 ;  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k ,  1 9 7 3 )  a n d  t h e  
v o l u m e ,  c o n c e n t r a t i o n  a n d  n a t u r e  o f  p r o d u c t i o n  o f  t h e
- 3 4 -
i n o c u l u m  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n f l u e n c e  t h e  y i e l d  
o f  t h e  a c i d .
T a b l e  1 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  
p e r f o r m e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y ,  a i m e d  a t  t h e  s e l e c t i o n  o f  a  
h i g h - y i e l d i n g  c u l t u r e  m e d i u m .  F l a s k s  w e r e  i n o c u l a t e d  
w i t h  s p o r e s  w a s h e d  f r o m  C z a p e k - D o x  a g a r  s l o p e s ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n ,  a n d  t h e  
m e d i a  w e r e  a n a l y s e d  a f t e r  a  s e v e n - d a y  i n c u b a t i o n .  O n l y  
t h e  m e d i u m  o f  L a r s e n  ( 1 9 5 7 ) ,  c o n t a i n i n g  t a p - w a t e r ,  w a s  
f o u n d  t o  b e  e f f e c t i v e  i n  s u p p o r t i n g  a c i d  p r o d u c t i o n .
I n  t h e  o t h e r  c u l t u r e s  w h e r e  a  d r o p  i n  pH w a s  o b s e r v e d ,
t h e  a m o u n t  o f  t i t r a t a b l e  a c i d  w a s  n e g l i g i b l e .  T h e  a c i d
p r o d u c e d  i n  t h e  L a r s e n  m e d i u m  w a s  s h o w n ,  b y  p a p e r
c h r o m a t o g r a p h y ,  t o  h a v e  t h e  s a m e  R f  v a l u e  a s  i t a c o n i c
a c i d  ( T a b l e  2 )  a n d  a p p e a r e d  a s  t h e  o n l y  a c i d  s p o t  o n  t h e
c h r o m a t o g r a m .  Q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  b y  t h e
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  b r o m i n a t i o n  m e t h o d  i n d i c a t e d  a n
- 1
i t a c o n a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  3 0 g  1 , t h u s  r e p r e s e n t i n g  a
y i e l d  o f  30% f r o m  t h e  l O O g  o f  c a r b o h y d r a t e  s u p p l i e d .  A 
s i m i l a r  m e d i u m ,  b u t  c o n t a i n i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  p l a c e  
o f  t h e  t a p - w a t e r ,  w a s  s h o w n  t o  s u p p o r t  g r o w t h  o f  t h e  
o r g a n i s m ,  b u t  n o t  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .  S i m i l a r l y ,  
s u b s t i t u t i o n  o f  p o t a s s i u m  n i t r a t e  ( 3 g  1 ) f o r  t h e
a m m o n iu m  s u l p h a t e  i n  t h e  m e d i u m ,  a l s o  p r e v e n t e d  
a c i d o g e n e s i s . T h u s  t h e  t a p - w a t e r  m e d i u m  o f  L a r s e n  w a s  
e m p l o y e d  f o r  s u b s e q u e n t  s t u d i e s  o n  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .
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TABLE 1 .  A c i d  P r o d u c t i o n  b y  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  i n  
D i f f e r e n t  C u l t u r e  M e d i a .
MEDIUM I N I T I A L  pH FINAL pH TITRA TABLE
A C I D  ( m l )
C z a p e k - D o x 7 . 0 4 . 0 <1
C z a p e k - D o x + 3 g  1 
(NH^)  2  SO 4
-1 7 . 0 3 . 0 1 - 2
N o w a k o w s k a -
W a s z c z u k
5 . 6 3 . 0 1 - 2
R y c h t e r a
E l n a g h y ^
4










L a r s e n  w i t h
d i s t i l l e d
w a t e r
3 . 0 3 . 0 1 - 2
N o t e s  :
N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 ) .  M e d iu m  c o n t a i n e d  
(1 d i s t i l l e d  w a t e r ) :  g l u c o s e ,  5 0 g ;  a m m o n iu m  
s u l p h a t e ,  3 g ;  M g S O /  7H O,  0 . 5 g ;  KH PC , O . l g ;  
F e ,  O . l m g ;  C u ,  O . o S m g ;  Z n ,  O . O l m g .
2
R y c h t e r a  a n d  W a s e  ( 1 9 8 1 ) .  M e d i u m  c o n t a i n e d  ( g 
1 d i s t i l l e d  w a t e r ) :  g l u c o s e ,  5 0 ;  a m m o n iu m
0 . 8 ; i t a c o n i c  a c i d .s u l p h a t e ,  3 . 3 ;  M g S 0 . ' 7 H  O,  
1 ;  K H -P O .  , 0 0 8 8 ;  C Ü S 0 . . 5 H5 H2 O, 0 . 0 0 4 .
^ E l n a g h y  a n d  M e g a l l a  ( 1 9 7 5 ) .  M e d iu m  c o n t a i n e d  
( g  1 d i s t i l l e d  w a t e r ) :  g l u c o s e ,  1 5 0 ;  p e p t o n e ,  
1 0 .
^ L a r s e n  ( 1 9 5 7 ) .  C o n s t i t u e n t s  g i v e n  i n  
M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .
^ V o l u m e  o f  O . IM  NaOH r e q u i r e d  t o  n e u t r a l i z e  a  
5ml a l i q u o t  o f  t h e  m e d i u m  f o l l o w i n g  t h e  
f e r m e n t a t i o n .
- 3 6 -
TABLE 2 .  P a p e r  C h r o m a t o g r a p h y  o f  O r g a n i c  A c i d  S t a n d a r d s  
a n d  t h e  A c i d  P r o d u c e d  b y  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . 
D e t a i l s  a r e  g i v e n  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s .
A C I D  R f
C i t r i c  0 . 4 3
I s o c i t r i c  0 . 5 2
c i s - A c o n i t i c  0 . 6 0
I t a c o n i c  0 . 8 2
S a m p l e  o f  c u l t u r e  m e d i u m  0 . 8 2
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w i t h  n i t r a t e  a s  t h e  n i t r o g e n  s o u r c e  i n  t h e  
n o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  c o n t r o l s .
T h e r e  a r e  m a n y  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  o f  w hy  i t a c o n a t e  
p r o d u c t i o n  w a s  n o t  o b s e r v e d  i n  c u l t u r e  m e d i a  w h i c h  h a d  
p r e v i o u s l y  b e e n  r e p o r t e d  t o  s u p p o r t  i t .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  
t y p e  a n d  m e t h o d  o f  i n o c u l a t i o n  h a v e  v a r i e d  c o n s i d e r a b l y ;  
s o m e  a u t h o r s  h a v e  e m p l o y e d  r i c h  s u b s t r a t e s  s u c h  a s  
n u t r i e n t  b r o t h s  o r  c o r n - s t e e p  l i q u o r  a t  t h e  s p o r u l a t i o n  
s t a g e ,  a  p o r t i o n  o f  w h i c h  m a y  h a v e  b e e n  t r a n s f e r r e d  t o  
t h e  g r o w t h  m e d i u m  o n  i n o c u l a t i o n .  T h e  m e t h o d s  o f  
s u b s e q u e n t  i n c u b a t i o n  h a v e  a l s o  d i f f e r e d ;  s u r f a c e ,  
s h a k e - f l a s k  a n d  f e r m e n t e r  m e t h o d s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d .  I n  
a d d i t i o n ,  t h e  f a i l u r e  o f  s o m e  w o r k e r s  t o  u s e  h i g h l y  p u r e  
c h e m i c a l s  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i a  m a y  h a v e  a d d e d  t o  t h e  
c o n f u s i o n .  F i n a l l y ,  i t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s  (NRRL 1 9 6 0 )  h a s  c h a n g e d  p h y s i o l o g i c a l l y  o v e r  t h e  
y e a r s ,  b y  n a t u r a l  m u t a t i o n ,  a n d  t h a t  d i f f e r e n t  
l a b o r a t o r i e s  h a v e  u n k n o w i n g l y  b e e n  u s i n g  d i f f e r e n t  
v a r i e t i e s  o f  t h i s  o r g a n i s m .  C l e a r l y ,  t h e  t a p - w a t e r  i n  
t h e  m e d i u m  o f  L a r s e n  c o n t a i n e d  t h e  b a l a n c e  o f  k e y  i o n s  
a n d / o r  t r a c e  e l e m e n t s  w h i c h  w a s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  b y  t h e  s t r a i n  o f  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s  e m p l o y e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .
— 38“
C I T R I C  A C I D  CYCLE A C T I V I T Y
The  f u n d a m e n t a l  i m p o r t a n c e  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  i n  
p r i m a r y  m e t a b o l i s m ,  a n d  i t s  s i g n i f i c a n c e  t o  t h e  
m i c r o o r g a n i s m  c u l t u r e d  i n  a  m i n i m a l  g r o w t h  m e d i u m ,  h a s  
b e e n  d e t a i l e d  i n  t h e  I n t r o d u c t i o n .  T h e  o c c u r r e n c e  o f  t h e  
e n z y m e s  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  i n  f u n g i  h a s  b e e n  
r e v i e w e d  b y  N i e d e r p r u e m  ( L 9 6 5 )  a n d  m o r e  r e c e n t  d a t a  i s  
a v a i l a b l e  f o r  N e u r o s p o r a  ( F l a v e l l  a n d  F i n c h a m ,  1 9 6 8 ) ,  
S a c c h a r o m y c e s  ( G o s l i n g  a n d  D u g g e n ,  1 9 7 1 )  a n d  
B l a s t o c l a d i e l l a  (K h o u w  a n d  M c C u r d y ,  1 9 6 9 ) .  M o r e o v e r ,  
c i t r i c  a c i d  c y c l e  e n z y m e  a c t i v i t i e s  h a v e  a l s o  b e e n  
d e t e c t e d  i n  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s  ( M c C u l l o u g h  e t  a l . ,
1 9 7 7 )  a n d  A s p e r g i l l u s  n i g e r  (Ng  e t  a l . , 1 9 7 3 ;  K u b i c e k  a n d  
R o h r ,  1 9 7 7 ;  M a t t e y ,  1 9 7 7 ;  S z c z o d r a k ,  1 9 8 1 ) .
C o n s e q u e n t l y ,  t h e  r e p o r t e d  i n a b i l i t y  o f  
N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 )  t o  d e t e c t  a n y  c i t r i c  a c i d  
c y c l e  a c t i v i t y  i n  m i t o c h o n d r i a  i s o l a t e d  f r o m  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s  (NRRL 1 9 6 0 )  p r o m p t e d  a n  i n v e s t i g a t i o n ,  i n  t h i s  
l a b o r a t o r y ,  i n t o  t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  e n z y m e s  
o f  t h e  c y c l e .  T h i s  s t u d y  w a s  c o n s i d e r e d  e s p e c i a l l y  
p r u d e n t  b e c a u s e  o f  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  
c y c l e  t o  t h e  p r o p o s e d  p a t h w a y  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i t a c o n a t e  ( v i a  c i s - a c o n i t a t e  d e c a r b o x y l a t i o n )  i n  t h i s  
o r g a n i s m .
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w a s  c u l t u r e d  u n d e r  i t a c o n a t e -  
p r o d u c i n g  a n d  n o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  c o n d i t i o n s  ( a s  
d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n ) . A f t e r  1 0 0 - h o u r s
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g r o w t h ,  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  w e r e  m a d e  a n d  a s s a y e d  d i r e c t l y  
f o r  c i t r i c  a c i d  c y c l e  e n z y m e s .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  
T a b l e  3 .  C i t r a t e  s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e ,  N A D P - d e p e n d e n t  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  
f u m a r a s e  a n d  m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e  w e r e  r e a d i l y  d e t e c t e d .  
N A D - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y ,  r e g a r d e d  
t o  o c c u r  e x c l u s i v e l y  i n  t h e .  m i t o c h o n d r i o n ,  was .  n o t  . . . . 
d e t e c t e d .  T h i s  e n z y m e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  
A s p e r g i l l u s  n i g e r  ( M a t t e y ,  1 9 7 7 )  b u t  w i t h  o n e  h u n d r e d t h  
o f  t h e  a c t i v i t y  o f  i t s  N A D P - d e p e n d e n t  c o u n t e r p a r t .  
H o w e v e r ,  M c C u l l o u g h  e t  a l^ .  ( 1 9 7 7 )  h a v e  r e p o r t e d  i t s  
a p p a r e n t  a b s e n c e  f r o m  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s . I t  i s  
p o s s i b l e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  t h e  e n z y m e  d o e s  e x i s t  i n  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  a n d  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s , b u t  w i t h  
v e r y  l o w  a c t i v i t y ,  o r  i n  a  l a b i l e  s t a t e  w h i c h  b e c o m e s  
i n a c t i v e  o n  e x t r a c t i o n .
2 - o x o g l u t a r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w a s  n o t  d e t e c t e d
i n  a n y  o f  t h e  t h r e e  e x t r a c t i o n s  s h o w n  i n  T a b l e  3 ,  b u t
r e p e a t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n )  d i d
i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  s l i g h t  a c t i v i t y  ( l e s s  t h a n  
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I n m o l e  m i n  mg ) .  M c C u l l o u g h  e t  a T . ( 1 9 7 7 )  a l s o  f a i l e d  
t o  c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  e n z y m e  i n  s u c r o s e - g r o w n  
A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s , b u t  s i g n i f i c a n t  a c t i v i t y  w a s  
p r e s e n t  i n  a c e t a t e - g r o w n  m y c e l i a .  I n  1 9 7 7 ,  K u b i c e k  a n d  
R o h r  r e p o r t e d  t h e  a b s e n c e  o f  t h i s  e n z y m e  i n  A s p e r g i l l u s  
n i g e r , b u t ,  m o r e  r e c e n t l y  ( M e i x n e r - M o n o r i  e t  a l . , 1 9 8 5 )  
h a v e  b e e n  a b l e  t o  d e t e c t  a c t i v i t y  i n  e x t r a c t s  i n  w h i c h  a
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TABLE 3 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  S p e c i f i c  A c t i v i t i e s  o f  C i t r i c  
A c i d  C y c l e  E n z y m e s  i n  I t a c o n a t e - p r o d u c i n g  ( I )  
a n d  n o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  ( I I )  M y c e l i a  o f  
ASPERGILLUS TERREUS.
T h r e e  d i f f e r e n t  e x t r a c t i o n  b u f f e r s  w e r e  e m p l o y e d ,  a s  
d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ,  P h o s p h a t e  ( P ) ,  HEPES 
( H ) a n d  T r i s  ( T ) .
BUFFER ENZYME A C T IV IT Y
I
( n m o l / m i n / m g ) 
I I
CITRATE P 3 0 0 2 4 0
SYNTHASE H 29 0 2 6 0
T 2 2 0 2 9 0
P 3 . 4 8 . 5
ACONITASE H 28 1 2
T 6 . 7 4 . 5
NADP-ISOCIT RATE P 1 1 0 8 6
DEHYDROGENASE H 76 79
T 58 37
NAD-ISOCIT RATE P - —
DEHYDROGENASE H - -
T - -
2-OXOGLUTARATE P — —
DEHYDROGENASE H - -
T - —
SUCCINATE P — —
THIOKINASE H - -
T 2 . 2 3 . 7
SUCCINATE P — —
DEHYDROGENASE H 3 . 5 1 . 8
T 3 . 6 4 . 2
P 1 0 0 1 9 0
FUMA RASE H 2 0 0 1 5 0
T 38 35
MALATE P 4 8 0 0 2 7 0 0
DEHYDROGENASE H 4 9 0 0 4 9 0 0
T 5 4 0 0 5 5 0 0
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h i g h  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  m a i n t a i n e d .  I t  i s  
t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  2 - o x o g l u t a r a t e  d e h y d r o g e n a s e  i s  
p r e s e n t  i n  a l l  A s p e r g i l l u s  s p p . ,  b u t  w i t h  a  r e d u c e d  
a c t i v i t y  w h e n  a  c a r b o h y d r a t e  c a r b o n  s o u r c e  i s  u s e d  i n  t h e  
c u l t u r e  m e d i u m  ( i n  w h i c h  c a s e ,  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  
f u n c t i o n s  i n  a  p r i m a r i l y  b i o s y n t h e t i c  m o d e ,  a n d  e n e r g y  i s  
p r o d u c e d  b y  g l y c o l y s i s ) .  F a i l u r e  t o  d e t e c t  a c t i v i t y  o f  
t h i s  e n z y m e  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  m ay  b e  d u e  t o  i t s  
r e l a t i v e  i n s t a b i l i t y  i n  d i l u t e  s o l u t i o n ;  t h i s  p r o b l e m  
m i g h t  b e  a l l e v i a t e d  t o  s o m e  e x t e n t  b y  m a i n t a i n i n g  a  h i g h  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  t h r o u g h o u t  t h e  e x t r a c t i o n  
p r o c e d u r e .  E f f o r t s  w e r e  m a d e  t o  e l e v a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  
t h i s  e n z y m e  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  b y  a t t e m p t i n g  t o  
c u l t u r e  t h e  o r g a n i s m  i n  m e d i a  i n  w h i c h  a c e t a t e ,  c i t r a t e ,  
s u c c i n a t e  a n d  g l u t a m a t e  w e r e  t h e  r e s p e c t i v e  s o l e  s o u r c e s  
o f  c a r b o n .  H o w e v e r ,  n o  g r o w t h  w a s  o b t a i n e d  u n d e r  t h e s e  
c o n d i t i o n s .
T h e r e  a r e  n o  r e p o r t s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  a t t e m p t s  t o  
m e a s u r e  s u c c i n a t e  t h i o k i n a s e  a c t i v i t y  i n  A s p e r g i l l u s  s p p .  
T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  3 s h o w  t h a t  t h e  e n z y m e  i s  
p r e s e n t  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s , b u t  w i t h  r e l a t i v e l y  l o w  
a c t i v i t y .  T h e  e n z y m e  w a s  s h o w n  t o  b e  s p e c i f i c  f o r  ADP a s  
t h e  n u c l e o t i d e  s u b s t r a t e .  No G D P - d e p e n d e n t  a c t i v i t y  w a s  
f o u n d .
I t  m a y  t h e r e f o r e  b e  c o n c l u d e d  t h a t ,  c o n t r a r y  t o  t h e  
f i n d i n g s  o f  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 ) ,  A s p e r g i l l u s
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t e r r e u s  (NRRL 1 9 6 0 )  p o s s e s s e s  m a n y  c i t r i c  a c i d  c y c l e  
e n z y m e s ,  a c o m p a r i s o n  o f  t h e  l e v e l s  o f  t h e  e n z y m e s  f o u n d  
i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w i t h  t h o s e  f o u n d  b y  o t h e r  a u t h o r s  
i n  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s  a n d  A s p e r g i l l u s  n i g e r  i s  g i v e n  i n  
T a b l e  4 .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  r e l a t i v e  a c t i v i t i e s  o f  
t h e  i n d i v i d u a l  e n z y m e s  a r e  q u i t e  s i m i l a r  a n d  m ay  b e  
p r o p o s e d  a s  b e i n g  t y p i c a l  o f  t h o s e  p r e s e n t  i n  A s p e r g i l l u s  
s p p .  g e n e r a l l y .
T h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e s p e c t i v e  e n z y m e  l e v e l s  i n  t h e  
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  m o d e  w i t h  t h o s e  i n  t h e  n o n - i t a c o n a t e -  
p r o d u c i n g  m o d e  ( T a b l e s  3 a n d  4 )  i n d i c a t e d  n o  o b v i o u s  
d i f f e r e n c e s .  T h u s ,  t h e r e  w a s  n o  a p p a r e n t  g r o s s  c h a n g e  i n  
t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e .  R e c e n t l y ,  h o w e v e r ,  W i n s k i l l  
( 1 9 8 3 )  h a s  d e t e c t e d  a n  e i g h t - f o l d  d i f f e r e n c e  i n  
N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  b e t w e e n  
t h e  g r o w t h  a n d  a c i d - p r o d u c t i o n  p h a s e s  o f  a n  
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  s t r a i n  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  ( M 4 9 0 ) .  
T h i s  d r o p  i n  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w a s  
a c c o m p a n i e d  b y  a  d o u b l i n g  o f  c i t r a t e  s y n t h a s e  a c t i v i t y .  
W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 )  t h e r e f o r e  p r o p o s e d  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  
a n d  e x c r e t i o n  o f  i t a c o n a t e  b y  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  i s  
f a c i l i t a t e d  b y  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e .  N e v e r t h e l e s s ,  w h e t h e r  t h i s  r e d u c t i o n  
c a u s e s , o r  i s  c a u s e d  b y , i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  h a s  y e t  t o  
b e  r e s o l v e d .  T h i s  i s s u e  c o u l d  b e  c l a r i f i e d  b y  m o n i t o r i n g  
a c i d o g e n e s i s  a n d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  m o r e
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TABLE 4 .  C o m p a r i s o n o f  t h e L e v e l s  o f  C i t r i c  A c i d C y c l e
E n z y m e s  i n t h r e e  .A s p e r g i l l u s s p p .
S P E C I F I C  ACTIVITY ( n m o l . m i n 1 ,^mg )
t e r r e u s n i d u l a n s + n i g e r *
I I I
C i t r a t e  S y n t h a s e 2 7 0 2 9 0 650 2 5 0
A c o n i t a s e 13 19 73 75
N A D P - I s o c i t r a t e  
D e h y d r o g e n a s e
81 67 1 5 0 2 5
N A D - I s o c i t r a t e  
D e h y d r o g e n a s e
0 0 0 2
2 - O x o g l u t a r a t e
D e h y d r o g e n a s e
< 1 < 1 0 0
S u c c i n a t e
T h i o k i n a s e
1 1 N/D N/D
S u c c i n a t e
D e h y d r o g e n a s e
2 2 16 2
F u m a r a s e 1 1 2 1 2 5 6 5 5 2 5 0
M a l a t e 5 0 0 0 4 3 0 0 9 9 0 0 3 0 0 0
I  =  I t a c o n a t e - p r o d u c i n g
I I  =  N o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g
* F r o m  M c C u l l o u g h  e t  a l . , 1 9 7 7  
F r o m  K u b i c e k  a n d  R o h r ,  1 9 7 7
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c l o s e l y  t h r o u g h o u t  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  a  f e r m e n t a t i o n .  I f  
t h e  o n s e t  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  w e r e  s h o w n  t o  p r e c e d e  
t h e  f a l l  i n  e n z y m e  a c t i v i t y ,  t h e  l a t t e r  o c c u r r e n c e  c o u l d  
b e  t a k e n  t o  b e  o f  s e c o n d a r y  i m p o r t a n c e .  I f  t h e  p r o p o s a l  
o f  W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 )  a l s o  a p p l i e d  t o  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  
(NRRL 1 9 6 0 ) ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  N A D P - d e p e n d e n t
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  o b s e r v e d  i n  t h e  .................................................
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  m o d e  s h o u l d  h a v e  b e e n  s i g n i f i c a n t l y  
l o w e r  t h a n  i n  t h e  n o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  c o u n t e r p a r t .  
C l e a r l y ,  t h i s  w a s  n o t  t h e  c a s e .  M o r e o v e r ,  r e s u l t s  t o  b e  
p r e s e n t e d  i n  a  l a t e r  s e c t i o n  c a s t  f u r t h e r  d o u b t  o n  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  t h i s  e n z y m e  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  
b y  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  (NRRL 1 9 6 0 ) .
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EN ZY ME-LIN KED  A S S A Y  FOR ITACONATE
T h e  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  n e c e s s a r y  c i t r i c  
a ic ic l  c y c l e  e n z y m e s  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  d u r i n g  i t a c o n a t e  
p r o d u c t i o n  a d d e d  f u r t h e r  s u p p o r t  t o  t h e  t h e o r y  t h a t  
i t a c o n a t e  b i o s y n t h e s i s  o c c u r s  v i a  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  
c i s - a c o n i t a t e . H o w e v e r ,  t h e  m a n o m e t r i c  m e t h o d  f o r  t h e  
a s s a y  o f  CAD, o r i g i n a l l y  e m p l o y e d  b y  B e n t l e y . a n d  T h i e s s e n  
( 1 9  5 7 ) ,  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a n  i n c o n v e n i e n t  p r o c e d u r e  
f o r  m o r e  d e t a i l e d  s t u d i e s  o f  t h e  e n z y m e .  F u r t h e r m o r e ,  
t h e  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  a s s a y s  f o r  i t a c o n a t e  w e r e  n o t  
s u i t a b l e  f o r  e n z y m o l o g i c a l  s t u d i e s .  T h e  i o d o m e t r i c  
t i t r a t i o n  m e t h o d  o f  F r i e d k i n  ( 1 9 4 5 ) ,  a l t h o u g h  a c c u r a t e  
a n d  s e n s i t i v e ,  i s  v e r y  t i m e - c o n s u m i n g  a n d  i n v o l v e s  m a n y  
d i f f e r e n t  s t e p s .  T h e  a d a p t a t i o n  o f  t h i s  m e t h o d  t o  
s p e c t r o p h o t o m e t r y  b y  A d l e r  e t  aJL. ( 1 9 5 7 )  r e s u l t e d  i n  a  
m o r e  r a p i d  a s s a y  p r o c e d u r e ,  b u t  a t  t h e  e x p e n s e  o f  a  l o s s  
i n  a c c u r a c y .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  ' B r o m i n e  R e a g e n t '  u s e d  i n  
t h e s e  t w o  a s s a y s  m a y  a l s o  r e a c t  w i t h  o t h e r  u n s a t u r a t e d  
c o m p o u n d s  p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e .  D i f f e r e n t  t y p e s  o f  
c h r o m a t o g r a p h i c  d e t e c t i o n  t e c h n i q u e s  h a v e  a l s o  b e e n  
r e p o r t e d ,  i . e .  g a s - l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( T a b u c h i  e t  a l . ,  
1 9 7 5 )  a n d  i s o t a c h o p h o r e s i s  ( H o r i t z u  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .
H o w e v e r ,  t h e s e  m e t h o d s  a l s o  r e q u i r e  p r e - t r e a t m e n t  o f  t h e  
s a m p l e .
A f u r t h e r  d i s a d v a n t a g e  o f  t h e  a b o v e  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  i t a c o n a t e  i s  t h a t  t h e y  a l l  h a v e  t o  b e  
u s e d  i n  a  d i s c o n t i n u o u s  m o d e .  F o r  e n z y m o l o g i c a l  s t u d i e s .
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t h e  i d e a l  a s s a y  s y s t e m  s h o u l d  a l s o  b e  a m e n a b l e  t o  u s a g e  
i n  a  c o n t i n u o u s  m o d e ;  i t  s h o u l d , t h e r e f o r e , o p e r a t e  
e f f e c t i v e l y  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  a n d  c a u s e  
m i n i m a l  i n t e r f e r e n c e  t o  t h e  s y s t e m  u n d e r  s t u d y .  
C o n s e q u e n t l y ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a  r e a d i l y  e x p l o i t a b l e  
p h y s i c a l  o r  c h e m i c a l  p r o p e r t y  o f  i t a c o n a t e ,  a n  
e n z y m e - l i n k e d  d e t e c t i o n  s y s t e m  w a s  s o u g h t .  T h e  
i n v e s t i g a t i o n s  w h i c h  l e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s u c h  a n  
a s s a y  a r e  d e s c r i b e d  b e l o w .
E n z y m e s  f o r  w h i c h  I t a c o n a t e  i s  a  S u b s t r a t e  
T h r e e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  e n z y m e  s y s t e m s  w h i c h  a r e  c a p a b l e  
o f  u s i n g  i t a c o n a t e  a s  a  s u b s t r a t e  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  
( B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n ,  1 9 6 2 ) .  An u l t r a v i o l e t - i n d u c e d  
m u t a n t  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  c o n t a i n  
i t a c o n a t e  o x i d a s e ,  w h i c h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m o l e c u l a r  
o x y g e n ,  c o n v e r t s  i t a c o n i c  a c i d  t o  i t a t a r t a r i c  a c i d  
( A r p a i ,  1 9 5 9 ) .  Wang e t  ( 1 9 6 1 )  d e m o n s t r a t e d  t h e
p r e s e n c e  o f  a n  e n z y m e  s y s t e m  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  o f  r a t  
a n d  g u i n e a  p i g  l i v e r  w h i c h  c a t a l y s e s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e  a n d  a c e t y l - C o A .  F i n a l l y ,  C o o p e r  
a n d  K o r n b e r g  ( 1 9  6 4 )  s h o w e d  t h a t  p y r u v a t e  a n d  a c e t y l - C o A  
w e r e  a l s o  t h e  e n d - p r o d u c t s  o f  i t a c o n a t e  d i s s i m i l a t i o n  i n  
i t a c o n a t e - g r o w n  P s e u d o m o n a s  s p p . ;  t h e s e  a u t h o r s  t h e n  
d e m o n s t r a t e d  t h e  r o u t e  o f  c a t a b o l i s m  t o  b e :
CH_ CH CH C H .
II A T P + C O A  II H^O  I I ^
C — COO" — ^ ---------► C — COO" ► HO — C — C O O ' — f — ^ 0 = C — COO
I ADP+P.  I I N. P y r u v a t e
CH COO’ ^ CH COSCoA CH COSCoA ^  +
CH3 COSC0 A
I t a c o n a t e  I t a c o n y l - C o A  C i t r a m a l y l - C o A
A c e t y l - C o A
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T h i s  h a d  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  t h e  r o u t e  o f  i t a c o n a t e  
b r e a k d o w n  i n  l i v e r  m i t o c h o n d r i a .  I n  b o t h  t h e  
m i t o c h o n d r i a l  a n d  m i c r o b i a l  s y s t e m s ,  t h e  e n z y m e  w h i c h  
c a t a l y s e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  i t a c o n y l - C o A  f r o m  i t a c o n a t e ,  
ATP a n d  CoA, a p p e a r s  t o  b e  s u c c i n a t e  t h i o k i n a s e .  
I t a c o n y l - C o A  h y d r a t a s e  a n d  c i t r a m a l y l - C o A  l y a s e  p e r f o r m  
t h e  t w o  s u c c e s s i v e  s t e p s  r e s p e c t i v e l y .  H o w e v e r ,  t h e  t w o  
e n z y m e  s y s t e m s  a r e  n o t  c o m p l e t e l y  i d e n t i c a l ,  t h e  m a j o r  
d i f f e r e n c e  b e i n g  t h a t  P s e u d o m o n a s  s p p .  p o s s e s s  a n  
a d d i t i o n a l  e n z y m e  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  o f  i t a c o n a t e ,  
i t a c o n a t e  -  CoA t r a n s f e r a s e ,  w h i c h  i s  c a p a b l e  o f  
c a t a l y s i n g  t h e  f o l l o w i n g  c o n v e r s i o n s :
i t a c o n a t e  s u c c i n y l - C o A  c i t r a m a l a t e  s u c c i n y l - C o A
X X
i t a c o n y l - C o A  s u c c i n a t e  c i t r a m a l y l - C o A  s u c c i n a t e  
T h i s  e n z y m e  i s  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  s y s t e m .
T h u s ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  c e l l - f r e e  e x t r a c t  o f
2 +  •i t a c o n a t e - g r o w n  P s e u d o m o n a s  s p . ,  A T P ,  CoA a n d  Mg ' ,  
s t o i c h i o m e t r i c  c o n v e r s i o n  o f  i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e  a n d  
a c e t y l - C o A  i s  o b t a i n e d .  D u r i n g  t h e i r  i n v e s t i g a t i o n s .  
C o o p e r  a n d  K o r n b e r g  ( 1 9  6 4 )  u s e d  t w o  m e t h o d s  t o  m o n i t o r  
t h e  f o r m a t i o n  o f  p y r u v a t e  f r o m  i t a c o n a t e  c o n t i n u o u s l y .
I n  t h e  f i r s t ,  NADH a n d  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  w e r e  a d d e d  
t o  t h e  a s s a y  s y s t e m  a t  pH 8 . P y r u v a t e  f o r m a t i o n  f r o m  
i t a c o n a t e  w a s  t h u s  f o l l o w e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  
34 0 n m  b y  v i r t u e  o f  t h e  d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  w h i c h  
a c c o m p a n i e s  NADH o x i d a t i o n .  I n  t h e  s e c o n d  m e t h o d .
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p h e n y l h y d r a z i n e  w a s  a d d e d  t o  t h e  a s s a y  s y s t e m  a t  pH 6 . 8 , 
a n d  t h e  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  a t  3 1 5 n m ,  c o n c o m i t a n t  w i t h  
t h e  f o r m a t i o n  o f  p y r u v a t e  p h e n y l h y d r a z o n e , w a s  m o n i t o r e d .
I t a c o n a t e  U t i l i z a t i o n  b y  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  ( PA0 1 )  
C o o p e r  a n d  K o r n b e r g  ( 1 9 6 4 )  h a d  s t u d i e d  t h e  c a t a b o l i s m  o f  
i t a c o n a t e  i n  P s e u d o m o n a s  B g a b a .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  t h e  
c l o s e  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  p a t h w a y  e l u c i d a t e d  b y  t h e s e  
a u t h o r s  a n d  t h a t  w h i c h  h a d  b e e n  s h o w n  t o  b e  a c t i v e  i n  
m a m m a l i a n  l i v e r  m i t o c h o n d r i a ,  i t  w a s  c o n s i d e r e d  
r e a s o n a b l e  t o  s u p p o s e  t h a t  t h e  s a m e  p a t h w a y  e x i s t e d  i n  
o t h e r  s p e c i e s  o f  P s e u d o m o n a s  w h i c h  a r e  c a p a b l e  o f  g r o w t h  
o n  i t a c o n a t e .  T h e r e f o r e ,  i n  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  
p e r f o r m e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y ,  a  w i l d - t y p e  s t r a i n  o f  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  ( P A O l )  w a s  c u l t u r e d  i n  a  m i n i m a l  
s a l t s  m e d i u m  c o n t a i n i n g  i t a c o n a t e  a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  
c a r b o n  ( d e t a i l s  a r e  g i v e n  i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  
F o l l o w i n g  g r o w t h ,  h a r v e s t i n g ,  a n d  e x t r a c t i o n  o f  t h e  
c e l l s ,  t h e  r e s u l t i n g  u n f r a c t i o n a t e d  e n z y m e  e x t r a c t  w a s  
a n a l y s e d  f o r  i t s  a b i l i t y  t o  c a t a l y s e  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e .
T o  a  1m l  c u v e t t e  w e r e  a d d e d ;  8 8 0 p l  o f  s o d i u m - p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 5 ,  2 0 p l  o f  lOmM CoA, 2 0 p l  o f  lOOmM 
A T P ,  2 0 p l  o f  lOOmM M g C l g ,  l O p l  o f  e n z y m e  e x t r a c t  
( a p p r o x i m a t e l y  l O O p g  o f  s o l u b l e  p r o t e i n ) ,  20pi l  o f  lOmM 
NADH, l O p l  o f  r a b b i t  m u s c l e  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( 0 . 5  
u n i t s )  a n d  2 0 p l  o f  lOOmM d i s o d i u m  i t a c o n a t e .  T h e  r e a c t i o n
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w a s  f o l l o w e d  a t  3 4 0 n m  i n  a  d u a l - b e a m  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  
2 5 ° C ,  w i t h o u t  a  r e f e r e n c e  c u v e t t e ,  a n d  w a s  i n i t i a t e d  b y  
a d d i t i o n  o f  t h e  i t a c o n a t e .  F o l l o w i n g  a  2 - 3 m i n  p e r i o d  o f  
h y s t e r e s i s ,  a  l i n e a r  r a t e  o f  d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  
o b s e r v e d .  T h e  r a t e  w a s  s h o w n  t o  b e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  
t o  t h e  v o l u m e  o f  e x t r a c t  a d d e d .  No a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  
i f  a n y  o f  t h e  l i s t e d  c o n s t i t u e n t s  h a d  b e e n  o m i t t e d  f r o m  
t h e  c u v e t t e .  H o w e v e r ,  i f  2 0 p l  o f  lOmM s u c c i n y l - C o A  
( p r e p a r a t i o n  o f  t h i s  i s  d e s c r i b e d  o n  p a g e  3 3 )  w a s  a l s o  
i n c l u d e d  i n  t h e  a s s a y  m i x t u r e ,  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  ATP 
a n d  CoA d i s a p p e a r e d  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  s y s t e m  
d o u b l e d .  T h i s  w a s  t a k e n  a s  e v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  
i t a c o n a t e  -  CoA t r a n s f e r a s e  i n  t h e  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  
c l o s e  a g r e e m e n t  b e t w e e n  t h e  a b o v e  r e s u l t s  a n d  t h o s e  
o b t a i n e d  b y  C o o p e r  a n d  K o r n b e r g  ( 1 9 6 4 )  t h u s  c o n f i r m e d  t h e  
s i m i l a r i t y  b e t w e e n  i t a c o n a t e  c a t a b o l i s m  i n  t h e  t w o  
o r g a n i s m s  P s e u d o m o n a s  B g a b a  a n d  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  
( P A O l ) .
O p t i m i z a t i o n  o f  C o n d i t i o n s  f o r  I t a c o n a t e  A s s a y  
I n  t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  a  l i n e a r  r a t e  o f  
d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  a l s o  o b s e r v e d  w h e n  t h e  c u v e t t e  
c o n t a i n e d  o n l y  b u f f e r ,  NADH a n d  e n z y m e  e x t r a c t .  T h e  r a t e  
o f  t h i s  d e c r e a s e  w a s  c o n s i d e r a b l y  s m a l l e r  t h a n  t h e  r a t e s  
o f  i t a c o n a t e  c o n s u m p t i o n  b u t  n e v e r t h e l e s s  i n t e r f e r e d  w i t h  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  l a t t e r .  T h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  
' NADH o x i d a s e '  w a s  a b o l i s h e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  20mM 
s o d i u m  c y a n i d e .  H o w e v e r ,  a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n ,  s o d i u m
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c y a n i d e  h a d  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  t h e  pH o f  t h e  a s s a y  
s y s t e m  t o  a  v a l u e  o f  a b o u t  9 .  A t  s u c h  a  h i g h  p H ,  
m a g n e s i u m  p h o s p h a t e  s a l t s  p r e c i p i t a t e d  o u t  o f  s o l u t i o n  
a n d  t h u s  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  a b s o r b a n c e  d e t e r m i n a t i o n s .
I n  a d d i t i o n ,  t h e  pH o p t i m u m  o f  CAD h a d  b e e n  s h o w n  t o  b e  
l e s s  t h a n  6  b y  B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n  ( 1 9 5 7 )  a n d  a n y  
p r o p o s e d  l i n k i n g  s y s t e m  f o r  t h i s  e n z y m e  w o u l d  n e e d  t o  b e  
c a p a b l e  o f  o p e r a t i n g  a r o u n d  t h i s  p H .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  
s u i t a b i l i t y  o f  u s i n g  p h e n y l h y d r a z i n e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
p y r u v a t e  w a s  i n v e s t i g a t e d .
F i g u r e  1 s h o w s  t h e  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  c a u s e d  b y  t h e  
r e a c t i o n  o f  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  p y r u v a t e  w i t h  
p h e n y l h y d r a z i n e ;  t h e  l a t t e r  c o m p o u n d  w a s  p r e s e n t  i n  
e x c e s s .  R e a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d  l O O p l  o f  lOOmM 
p h e n y l h y d r a z i n e ,  2 0 - 2 0 0 p l  o f  ImM s o d i u m  p y r u v a t e  a n d ,  t o  a  
t o t a l  v o l u m e  o f  1 m l ,  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  pH 7 . 0 .  A f t e r  3 0 m i n  a t  2 5 ° C ,  t h e  c h a n g e  i n  
a b s o r b a n c e  a t  315nm  w a s  m e a s u r e d  a g a i n s t  a  b l a n k  w h i c h  
c o n t a i n e d  n o  p y r u v a t e .  F r o m  F i g .  1 ,  t h e  a b s o r p t i o n
c o e f f i c i e n t  f o r  p y r u v a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  w a s  c a l c u l a t e d
4 - 1  - 1t o  b e  1 . 4  X  10  1 m o l  cm
R e p l a c i n g  p y r u v a t e  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w i t h  i t a c o n a t e  
a n d  t h e  i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  s y s t e m  l e d  t o  t h e  r e s u l t s  
s h o w n  i n  F i g .  2 .  T h e  1 m l  r e a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d  
l O O j i l  o f  lOOmM p h e n y l h y d r a z i n e ,  2 0 p l  o f  lOOmM M g C l g ,  2 0 p l  o f  
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i t a c o n a t e ,  5 0 p l  o f  e n z y m e  e x t r a c t  ( a p p r o x i m a t e l y  I m g  o f  
s o l u b l e  p r o t e i n )  a n d ,  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  1 m l ,  20mM 
s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 .  A f t e r  3 0 m i n  
a t  2 5 ° C ,  t h e  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  3 1 5 n m  w a s  m e a s u r e d  
a g a i n s t  a  b l a n k  w h i c h  c o n t a i n e d  n o  i t a c o n a t e .  T h e  
a b s o r b a n c e s  w e r e  t h e n  r e d e t e r m i n e d  f o l l o w i n g  a  f u r t h e r  
3 0 m i n  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  C l e a r l y ,  t h e  s t a n d a r d  c u r v e .  . . 
o b t a i n e d  ( a f t e r  t h e  6 0 m i n  i n c u b a t i o n )  i s  s u i t a b l e  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  i t a c o n a t e .  T h e  a s s a y  w a s  e f f e c t i v e  o v e r  
t h e  r a n g e  2 0 - 1 0 0 n m o l e s  o f  i t a c o n a t e .
T h e  A c c u r a c y  o f  t h e  E n z y m e - L i n k e d  A s s a y  f o r  I t a c o n a t e  
A l t h o u g h  a t  t h e  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i t a c o n a t e  t h e  
c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  p y r u v a t e  
p h e n y l h y d r a z o n e  ( F i g .  2 )  i s  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  
v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  p y r u v a t e  s t a n d a r d  ( F i g .  1 ) ,  a t  
t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i t a c o n a t e  t h e  t w o  s e t s  o f  
v a l u e s  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y .  T h u s ,  t h e  c h a n g e  i n  
a b s o r b a n c e  c a s e d  b y  l O O n m o l e s  o f  i t a c o n a t e  w a s  1 . 1 3 ,  
w h e r e a s  t h e  c h a n g e  c a u s e d  b y  t h e  s a m e  a m o u n t  o f  p y r u v a t e  
w a s  1 . 4 0 .  S u c h  d i s c r e p a n c i e s  p o s s i b l y  a r o s e  f r o m  t h e  l o w  
s o l u b i l i t y  o f  p y r u v a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  i n  t h e  
e n z y m e - l i n k e d  a s s a y  s y s t e m ,  o r  t h e  d i m i n i s h e d  a c c u r a c y  o f  
t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  t h e  h i g h e r  a b s o r b a n c e  v a l u e s .
T h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t  w a s  t h e r e f o r e  p e r f o r m e d  i n  o r d e r  
t o  c o n f i r m  t h e  s t o i c h i o m e t r i c  c o n v e r s i o n  o f  i t a c o n a t e  t o  
p y r u v a t e  b y  t h e  P s e u d o m o n a s  e x t r a c t .
- 5 4 -
A s t a n d a r d  c u r v e  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  l O - l O O n m o l e s  o f  
p y r u v a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  w a s  c o n s t r u c t e d  u n d e r  t h e  
c o n d i t i o n s  o f  t h e  i t a c o n a t e  a s s a y :  t h e  1 m l  r e a c t i o n
m i x t u r e s  c o n t a i n e d  l O O p l  o f  lOOmM p h e n y l h y d r a z i n e ,  2 0 p l  o f  
lOOmM M g C l g ,  2 0 p l  o f  lOOmM A T P,  2 0 p l  o f  lOmM C oA ,  l O - l O O p l  
o f  ImM s o d i u m  p y r u v a t e ,  l O O p l  o f  e n z y m e  e x t r a c t  
( a p p r o x i m a t e l y  2 mg o f  s o l u b l e  p r o t e i n )  a n d , ,  t o  a  t o t a l  . . . 
v o l u m e  o f  1 m l ,  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 
7 . 0 .  T h e  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  31 5 n m  w a s  t h e n  
d e t e r m i n e d  f o l l o w i n g  6 0 m i n  i n c u b a t i o n  a t  2 5 ° C .  T h e  
b l a n k ,  a g a i n s t  w h i c h  t h e  a b o v e  v a l u e s  w e r e  m e a s u r e d ,  
c o n t a i n e d  n o  s o d i u m  p y r u v a t e .  T h e  s t a n d a r d  c u r v e  t h u s  
o b t a i n e d  i s  s h o w n  i n  F i g  3 .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  t h e n  
r e p e a t e d  w i t h  ImM d i s o d i u m  i t a c o n a t e  i n  p l a c e  o f  t h e  
s o d i u m  p y r u v a t e .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  a l s o  p r e s e n t e d  i n  
F i g .  3 .  T h e  c h a n g e s  i n  a b s o r b a n c e  c a u s e d  b y  t h e  k n o w n  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  i t a c o n a t e  w e r e  t h e n  r e a d  f r o m  t h e  
p y r u v a t e  s t a n d a r d  c u r v e  t o  g i v e  c o r r e s p o n d i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  p y r u v a t e .  T h e  v a l u e s  o f  p y r u v a t e  
c o n c e n t r a t i o n  t h u s  o b t a i n e d  h a v e  b e e n  p l o t t e d  a g a i n s t  
i t a c o n a t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  F i g .  4 ,  a n d  t h e  s t o i c h i o m e t r i c  
c o n v e r s i o n  o f  i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e  i s  t h e r e f o r e  
c o n f i r m e d .
S t a n d a r d  C o n d i t i o n s  f o r  t h e  D e t e r m i n a t i o n  o f  I t a c o n a t e  
A l l  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  w h i c h  a r e  t o  b e  d e s c r i b e d  i n  
t h i s  r e p o r t  u p  t o  p . 7 2 ,  i n v o l v i n g  t h e  d e t e c t i o n  o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  i t a c o n a t e ,  c o n s i s t e d  o f  a  c u v e t t e  w h i c h
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c o n t a i n e d  ( u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d )  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  
1 m l :  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  lOmM 
p h e n y l h y d r a z i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  2mM M g C l g ,  2mM A T P ,  0 . 2mM 
CoA a n d  P s e u d o m o n a s  e x t r a c t  ( a m o u n t  a s  i n d i c a t e d )  . T h e  
d e t a i l s  o f  a l l  o t h e r  a d d i t i o n s  w i l l  b e  i n d i c a t e d  w h e r e  
n e c e s s a r y .  T h e  r e a c t i o n s  w e r e  i n i t i a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  t h e  i t a c o n a t e - c o n t a i n i n g  s a m p l e .  ............................................
D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  Km o f  t h e  I t a c o n a t e - C o n s u m i n g  S y s t e m  
I t a c o n a t e  c o n c e n t r a t i o n s  o v e r  t h e  r a n g e  lOpM t o  lOmM w e r e  
i n c l u d e d  i n  t h e  s t a n d a r d  i t a c o n a t e  a s s a y  s y s t e m  w h i c h  
c o n t a i n e d  l O p l  o f  t h e  e n z y m e  e x t r a c t  ( a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 p g  
o f  s o l u b l e  p r o t e i n ) . I n i t i a l  r e a c t i o n  v e l o c i t i e s  w e r e  
t h e n  d e t e r m i n e d  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g .  5 
i n  t h e  f o r m  o f  a  d o u b l e  r e c i p r o c a l  p l o t .  F r o m  t h i s ,  t h e  
Km v a l u e  o f  t h e  e n z y m e - l i n k e d  s y s t e m  f o r  i t a c o n a t e  w a s  
d e t e r m i n e d  t o  b e  0 .3 0 m M .  T h i s  v a l u e  w a s  c o n f i r m e d  b y  
a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  u s i n g  t h e  c o m p u t e r - f i t t e d  d i r e c t  
l i n e a r  p l o t  m e t h o d  o f  E i s e n t h a l  a n d  C o r n i s h - B o w d e r i  
( 1 9 7 4  ) .
S i g n i f i c a n t l y ,  t h e  i t a c o n a t e  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  w h i c h  t h e  
i t a c o n a t e  a s s a y  i s  e f f e c t i v e  ( 1 0  t o  lOOpM) a r e  n o t a b l y  
l e s s  t h a n  t h e  Km v a l u e  o f  t h e  s y s t e m  f o r  i t a c o n a t e  
O G O p M ) .  I t  i s  u n f o r t u n a t e ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  l a r g e r  
a m o u n t s  o f  P s e u d o m o n a s  e x t r a c t  h a v e  t o  b e  i n c l u d e d  i n  t h e  
i t a c o n a t e  a s s a y  s y s t e m  t h a n  w o u l d  b e  t h e  c a s e  w i t h  a  






































d) -M -O <H







k  d) p.
•H cO
d) -P  iH *H
II
ÜMk
- 5 9 -
p r o b a b l y  r e f l e c t s  t h e  f a c t  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  o f  
i t a c o n a t e  i s  c a t a l y s e d  b y  a n  e n z y m e  w h i c h  a p p e a r s  t o  h a v e  
b e e n  s e q u e s t e r e d  f o r  t h i s  r o l e  ( s u c c i n a t e  t h i o k i n a s e )  a n d  
f o r  w h i c h  i t a c o n a t e  i s  n o t ,  p r i m a r i l y ,  a  n a t u r a l  
s u b s t r a t e .
S u i t a b i l i t y  o f  t h e  A s s a y  f o r  t h e  M o n i t o r i n g  o f  I t a c o n a t e  
P r o d u c t i o n  d u r i n g  a  F e r m e n t a t i o n  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s .  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w a s  c u l t u r e d  i n  r e p l i c a t e  f l a s k s  
u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .  A t  s e l e c t e d  
t i m e s ,  t h e  m y c e l i u m  w a s  h a r v e s t e d  f o r  g r o w t h  
d e t e r m i n a t i o n  a n d  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  a n a l y s e d  f o r  
i t a c o n a t e .  S a m p l e s  o f  c u l t u r e  m e d i u m ,  s u i t a b l y  d i l u t e d  
w i t h  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  w e r e  
a d d e d  t o  t h e  s t a n d a r d  i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  s y s t e m  ( l O O p l  o f  
s a m p l e ,  l O O p l  o f  P s e u d o m o n a s  e x t r a c t )  a n d  a s s a y e d  f o r  
i t a c o n a t e  a g a i n s t  a  b l a n k  w h i c h  c o n t a i n e d  n o  c u l t u r e  
m e d i u m .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  F i g .  6 . T h e  
t i m e - c o u r s e  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  i n  r e l a t i o n  t o  g r o w t h  
i s  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  p r e s e n t e d  b y  p r e v i o u s  
a u t h o r s  ( e . g .  W i n s k i l l ,  1 9 8 3 ) ,  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
i t a c o n a t e  d e t e r m i n e d  b y  t h i s  m e t h o d  w e r e  s h o w n  t o  b e  
i d e n t i c a l  w i t h  t h o s e  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  d u p l i c a t e  
s a m p l e s  a s s a y e d  f o r  i t a c o n a t e  b y  t h e  m e t h o d  o f  A d l e r  e t  
( 1 9 5 7 ) .
T h e  e n z y m e - l i n k e d  a s s a y  f o r  i t a c o n a t e  d e v e l o p e d  h e r e  i s  
t h u s  s u i t a b l e  f o r  f o l l o w i n g  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n
—60**
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t h r o u g h o u t  t h e  t i m e - c o u r s e  o f  a  f e r m e n t a t i o n  o f  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . N o n e  o f  t h e  o t h e r  c o n s t i t u e n t s  o f  
t h e  m e d i u m  a p p e a r e d  t o  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  a s s a y  s y s t e m .
—62 —
S U I T A B I L I T Y  OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA PAOl EXTRACTS TO 
THE DETECTION OF CAD IN ASPERGIL LUS TERREUS
A s  i n d i c a t e d  p r e v i o u s l y ,  t h e  p r i m a r y  a d v a n t a g e  o f  a n  
e n z y m e - l i n k e d  a s s a y  f o r  i t a c o n a t e  s h o u l d  b e  i t s  
s u i t a b i l i t y  f o r  t h e  c o n t i n u o u s  m o n i t o r i n g  o f  i t a c o n a t e  
p r o d u c t i o n  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s , 
a n d  a s s o c i a t e d  e n z y m o l o g i c a l  s t u d i e s .  I t  s h o u l d  b e  
p o s s i b l e  t o  u s e  t h e  s t a n d a r d  i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  s y s t e m  
a n d ,  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  c i s - a c o n i t a t e  a n d  a n  e x t r a c t  o f  
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  ( a s s u m e d  t o  
c o n t a i n  CAD a c t i v i t y ) ,  f o l l o w  i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y .  T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s  d e s c r i b e  
t h e  d i f f i c u l t i e s  i n i t i a l l y  e n c o u n t e r e d  i n  a t t e m p t i n g  s u c h  
a n  a d a p t a t i o n  o f  t h e  a s s a y .
A c o n i t a s e  a n d  I s o c i t r a t e  L y a s e  i n  t h e  P s e u d o m o n a s  E x t r a c t  
A d d i t i o n  o f  5 0 p l  o f  lOOmM d i s o d i u m  c i s - a c o n i t a t e  t o  t h e  
s t a n d a r d  i t a c o n a t e  a s s a y  s y s t e m  ( c o n t a i n i n g  2 0 p l  o f  
P s e u d o m o n a s  e x t r a c t )  r e s u l t e d  i n  a  r a p i d  l i n e a r  r a t e  o f  
i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  a t  3 1 5 n m  a f t e r  a  b r i e f  
( a p p r o x i m a t e l y  I m i n )  l a g  p e r i o d .  T h e  i n i t i a l  v e l o c i t y  
w a s  s h o w n  t o  b e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  
P s e u d o m o n a s  e x t r a c t  a d d e d ,  a n d  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  
o b t a i n e d  i f  5 0 p l  o f  lOOmM d i s o d i u m  D L - i s o c i t r a t e  w a s  
s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  c i s - a c o n i t a t e . H o w e v e r ,  w h e n  
i s o c i t r a t e  w a s  t h e  r e a c t i o n  i n i t i a t o r ,  n o  l a g  p e r i o d  w a s  
o b s e r v e d  b e f o r e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  l i n e a r  r a t e .  T h i s
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s u g g e s t e d  t h a t  t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  
d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  g l y o x y l a t e  p h e n y l h y d r a z o n e ,  
p r o d u c e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  i s o c i t r a t e  l y a s e .  W h e n  
c i s - a c o n i  t a t e  w a s  t h e  r e a c t i o n  i n i t i a t o r ,  a c o n i t a s e  w i l l  
h a v e  f a c i l i t a t e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  i s o c i t r a t e  w h i c h  c o u l d  
t h e n  b e  c o n v e r t e d  t o  g l y o x y l a t e  a n d  s u c c i n a t e  u n d e r  t h e  
a c t i o n  o f  i s o c i t r a t e  l y a s e .  T h e s e  r e s p o n s e s  w e r e  a l s o  
o b t a i n e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  Co A a n d  A T P ,  w h i c h  a r e  n o t  
r e q u i r e d  f o r  a c o n i t a s e  o r  i s o c i t r a t e  l y a s e  a c t i v i t y .
T h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  o f  g l y o x y l a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  f r o m  
c i s - a c o n i t a t e  w a s  s h o w n  t o  t a k e  p l a c e  a t  t h r e e  t i m e s  t h e  
r a t e  a t  w h i c h  p y r u v a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  w a s  f o r m e d  f r o m  a n  
i d e n t i c a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  i t a c o n a t e .  C l e a r l y ,  t h i s  
p r e v e n t e d  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n y  p u t a t i v e  CAD a c t i v i t y  i n  
e x t r a c t s  o f  A s p e r g i l l u s .
T h e  E f f e c t s  o f  S u c c i n a t e  o n  t h e  P s e u d o m o n a s  E x t r a c t  
S u c c i n a t e ,  a  p r o d u c t  o f  t h e  i s o c i t r a t e  l y a s e  r e a c t i o n ,  
a l s o  r e d u c e s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  b y  p r o d u c t  
i n h i b i t i o n  ( M c F a d d e n ,  1 9 6 9 ) .  F u r t h e r m o r e ,  s u c c i n a t e  i s  
a l s o  a n  a c t i v a t o r  o f  t h e  i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  s y s t e m  ( s e e  
p . 4 8 )  b e c a u s e ,  i n  t h e  c o m p l e t e  s y s t e m ,  i j i  v i t r o  f o r m a t i o n  
o f  s u c c i n y l - C o A  o c c u r s  f r o m  s u c c i n a t e ,  ATP a n d  CoA 
t h r o u g h  t h e  a c t i o n  o f  s u c c i n a t e  t h i o k i n a s e .  T h e  
s u c c i n y l - C o A  s o  f o r m e d  t h e n  r e a c t s  w i t h  i t a c o n a t e  t o  f o r m  
i t a c o n y l - C o A  a n d  s u c c i n a t e  i n  a  r e a c t i o n  c a t a l y s e d  b y  
i t a c o n a t e  -  CoA t r a n s f e r a s e .  T h i s  m e t h o d  o f  i t a c o n y l - C o A
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f o r m a t i o n  i s  m o r e  r a p i d  t h a n  t h a t  o f  s t r a i g h t f o r w a r d  
i t a c o n a t e  a c t i v a t i o n  b y  s u c c i n a t e  t h i o k i n a s e .  T h u s ,  i n  
e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  s t a n d a r d  i t a c o n a t e  a s s a y  
s y s t e m  ( c o n t a i n i n g  2 0 p l  o f  P s e u d o m o n a s  e x t r a c t ) ,  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  lOmM d i s o d i u m  s u c c i n a t e ,  50% i n h i b i t i o n  o f  
t h e  r a t e  o f  g l y o x y l a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  f o r m a t i o n  f r o m  
c i s - a c o n i t a t e  w a s  o b s e r v e d  a s  w e l l  a s  50% a c t i v a t i o n  o f
t h e  r a t e  o f  p y r u v a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  f o r m a t i o n  f r o m  
i t a c o n a t e .  T h e  o p t i m u m  c o n d i t i o n s  u n d e r  w h i c h  t o  a t t e m p t  
t h e  a s s a y  o f  CAD, t h e r e f o r e  a p p e a r e d  t o  f a v o u r  t h e  
p r e s e n c e  o f  s u c c i n a t e .
T h e  E f f e c t s  o f  D i f f e r e n t  B u f f e r s  o n  t h e  P s e u d o m o n a s  
E x t r a c t
I n  o r d e r  t o  a t t e m p t  f u r t h e r  i n h i b i t i o n  o f  t h e  i s o c i t r a t e  
l y a s e  a n d  a c t i v a t i o n  o f  t h e  i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  
r e a c t i o n s ,  t h e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  i t a c o n a t e  
a s s a y  w e r e  a l t e r e d .  R e p l a c i n g  t h e  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  n o r m a l l y  u s e d ,  w i t h  lOOmM 
s o d i u m  s u c c i n a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  l e d  t o  a l m o s t  100% 
i n h i b i t i o n  o f  t h e  i s o c i t r a t e  l y a s e  r e a c t i o n ;  
u n f o r t u n a t e l y ,  h o w e v e r ,  a  s i m i l a r  i n h i b i t i o n  o f  t h e  
i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  r e a c t i o n s  w a s  a l s o  b r o u g h t  a b o u t .  
S o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  lOOmM, a l s o  p r o d u c e d  a l m o s t  c o m p l e t e  
i n h i b i t i o n  o f  t h e  c o n v e r s i o n  o f  i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e .
I t  t h u s  a p p e a r s  t h a t  t h e  i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  s y s t e m  
f u n c t i o n s  b e s t  i n  c o n d i t i o n s  o f  l o w  i o n i c  s t r e n g t h .
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B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n  ( 1 9 5 7 )  a s s a y e d  CAD i n  200rtiM 
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 5 . 6 .  H o w e v e r ,  a t t e m p t s  t o  d e t e c t  
p y r u v a t e  f o r m a t i o n  f r o m  i t a c o n a t e  i n  t h e  P s e u d o m o n a s  
s y s t e m  o p e r a t i n g  i n  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  pH 5 . 6 ,  p r o v e d  n e g a t i v e .
I n  s u m m a r y ,  t h e s e  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  
e n z y m e s  c a t a l y s i n g  t h e  c o n v e r s i o n  o f  i t a c o n a t e  t o  
p y r u v a t e  i n  t h e  P s e u d o m o n a s  e x t r a c t  w e r e  m o r e  a c t i v e  i n  
c o n d i t i o n s  o f  l o w  i o n i c  s t r e n g t h  a n d  n e a r - n e u t r a l  p H .  
M o r e o v e r ,  t h e  s y s t e m  w a s  m o r e  a c t i v e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
s u c c i n a t e  w h i c h  h a d  t h e  e f f e c t  o f  i n h i b i t i n g  i s o c i t r a t e  
l y a s e ,  a n  e n z y m e  c a t a l y s i n g  a  r e a c t i o n  w h i c h  i n t e r f e r e d  
w i t h  t h e  i t a c o n a t e  a s s a y  w h e n  c i s - a c o n i t a t e  w a s  a l s o  
p r e s e n t .
D e t e c t i o n  o f  CAD A c t i v i t y  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  
F o l l o w i n g  t h e  f i n d i n g s  o f  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s ,  i n  
w h i c h  t h e  o p t i m u m  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
i t a c o n a t e  a n d  t h e  s i m u l t a n e o u s  i n h i b i t i o n  o f  i s o c i t r a t e  
l y a s e  h a d  b e e n  d e t e r m i n e d ,  t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  
b e l o w  w e r e  p e r f o r m e d  i n  a n  e f f o r t  t o  d e t e c t  CAD a c t i v i t y  
i n  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s
T h e  m y c e l i u m  f r o m  a  f o u r - d a y  o l d  c u l t u r e  o f  
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w a s  h a r v e s t e d ,  
a n d  a  c e l l - f r e e  e x t r a c t  w a s  p r e p a r e d  i n  20mM s u c c i n a t e  
b u f f e r ,  pH 6 . 5 .  To 4ml o f  t h i s  e x t r a c t  w a s  a d d e d  1m l  o f
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lOOitiM d i s o d i u m  c i s - a c o n i t a t e . A 1 2 0 ^ 1  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  
i m m e d i a t e l y  a f t e r  m i x i n g  ( z e r o  t i m e )  a n d  w a s  t r a n s f e r r e d  
t o  a  p r e - h e a t e d  t e s t - t u b e  i n  a  b o i l i n g  w a t e r - b a t h  f o r  
3 m i n .  T h e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n  w a s  r e m o v e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  i n  a  m i c r o f u g e .  T h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  
c i s - a c o n i t a t e /  A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  
a t  3 0 ° C .  A f t e r  l O m i n ,  a n o t h e r  1 2 0 p l  a l i q u o t  w a s  w i t h d r a w n  
a n d  t r e a t e d  i n  a n  i d e n t i c a l  m a n n e r  t o  t h e  p r e v i o u s  o n e .
A 5 0 p l  s a m p l e  o f  t h e  d e p r o t e i n i z e d  z e r o - t i m e  a l i q u o t  w a s  
a d d e d  t o  a  s t a n d a r d  i t a c o n a t e  a s s a y  m i x t u r e  ( w i t h  4 0 p l  o f  
P s e u d o m o n a s  e x t r a c t )  w h i c h  c o n t a i n e d  20mM s u c c i n a t e  
b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  i n s t e a d  o f  t h e  u s u a l  p h o s p h a t e  b u f f e r .  A 
f u r t h e r  5 0 p l  s a m p l e  w a s  a d d e d  t o  a  d u p l i c a t e  a s s a y  m i x t u r e  
f r o m  w h i c h  t h e  CoA a n d  ATP h a d  b e e n  o m i t t e d .  T h e  
a b s o r b a n c e  o f  t h e  f o r m e r  m i x t u r e  w a s  t h e n  m o n i t o r e d  a t  
3 1 5 n m  i n  a  d u a l - b e a m  s p e c t r o p h o t o m e t e r  w i t h  t h e  l a t t e r  
m i x t u r e  a c t i n g  a s  t h e  b l a n k .  I n  t h i s  w a y ,  t h e  r a t e  o f  
f o r m a t i o n  o f  g l y o x y l a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  f r o m  t h e  
c i s - a c o n i t a t e  p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e  w o u l d  b e  t h e  s a m e  i n  
e a c h  c u v e t t e ,  a n d  o n l y  t h e  A T P -  a n d  C o A - d e p e n d e n t  
f o r m a t i o n  o f  p y r u v a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  f r o m  i t a c o n a t e  
w o u l d  b e  d e t e c t e d .
No c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  o b s e r v e d  f o r  t h e  z e r o - t i m e  
s a m p l e ,  t h u s  s u g g e s t i n g  t h e  a b s e n c e  o f  i t a c o n a t e .
H o w e v e r ,  w h e n  t h e  l O m i n  s a m p l e  w a s  a n a l y s e d  i n  t h e  s a m e  
w a y ,  a  l i n e a r  r a t e  o f  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  d e t e c t e d
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w h i c h  f o l l o w e d  a  s h o r t  ( 5 m i n )  t i m e  l a g .  T h i s  s u g g e s t e d  
t h a t  i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  h a d  o c c u r r e d  i n  t h e  m i x t u r e  o f  
A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  a n d  c i s - a c o n i t a t e  d u r i n g  t h e  l O m i n  
i n c u b a t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  i f  t h e  
A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  h a d  b e e n  h e a t e d  t o  9 0 ° C  f o r  5 m i n  a n d  
t h e n  c o o l e d ,  p r i o r  t o  i n c u b a t i o n  w i t h  c i s - a c o n i  t a t e , n o  
i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  o c c u r r e d ,  e v e n  a f t e r  p r o l o n g e d  
i n c u b a t i o n s .
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h e  o c c u r r e n c e  o f  e n z y m i c  
c o n v e r s i o n  o f  c i s - a c o n i t a t e  t o  i t a c o n a t e  i n  a  c e l l - f r e e  
e x t r a c t  o f  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . 
H o w e v e r ,  e v e n  i n  20mM s u c c i n a t e  b u f f e r ,  a c c u r a t e  
q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  i t a c o n a t e  f o r m e d  w a s  n o t  p o s s i b l e  
b e c a u s e  o f  t h e  i s o c i t r a t e  l y a s e  s i d e - r e a c t i o n . T h e  
i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  r e a c t i o n  c o u l d  n o t  b e  f o l l o w e d  t o  
c o m p l e t i o n  b e f o r e  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  c u v e t t e s  b e c a m e  
t o o  h i g h  d u e  t o  g l y o x y l a t e  p h e n y l h y d r a z o n e  a c c u m u l a t i o n ;  
i n  o t h e r  w o r d s ,  t h e  r a t i o  o f  i s o c i t r a t e  l y a s e  a c t i v i t y  t o  
i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  a c t i v i t y  w a s  t o o  h i g h .
C o o p e r  a n d  K o r n b e r g  ( 1 9  6 4 )  h a d  s h o w n  t h a t  a l l  o f  t h e  
e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  i t a c o n a t e  t o  
p y r u v a t e  a n d  a c e t y l - C o A  p r e c i p i t a t e d  o u t  o f  s o l u t i o n  a t  
b e t w e e n  30% a n d  60% a m m o n i u m  s u l p h a t e  s a t u r a t i o n  o f  t h e  
P s e u d o m o n a s  e x t r a c t .  An a t t e m p t  w a s  t h e r e f o r e  m a d e  t o  
r e p e a t  t h i s  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e ,  s i n c e  i t  w a s  
c o n c e i v a b l e  t h a t  e i t h e r  t h e  a c o n i t a s e  o r  i s o c i t r a t e  l y a s e
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a c t i v i t i e s  c o u l d  b e  r e m o v e d  i n  t h i s  w a y .  T h e  r e s u l t s  o f  
a  40% t o  60% a m m o n i u m  s u l p h a t e  f r a c t i o n a t i o n  e x p e r i m e n t  
a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  5 .  T h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  
c o n v e r s i o n s  i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e ,  c i s - a c o n i t a t e  t o  
g l y o x y l a t e  a n d  i s o c i t r a t e  t o  g l y o x y l a t e  w e r e  d e t e r m i n e d  
u n d e r  t h e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  o f  t h e  i t a c o n a t e  a s s a y  
( w i t h  5mM c i s - a c o n i t a t e  a n d  5mM i s o c i t r a t e  s u b s t i t u t i n g  
f o r  t h e  5mM i t a c o n a t e  i n  t h e  l a s t  t w o  a s s a y s ,  
r e s p e c t i v e l y ) . T h e  c o n v e r s i o n  o f  c i s - a c o n i t a t e  t o  
i s o c i t r a t e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  l i n k i n g  t h e  r e a c t i o n  t o  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  f o r  t h e  
a s s a y  o f  a c o n i t a s e .  A l t h o u g h  t h e  r a t i o  o f  t h e  s p e c i f i c  
a c t i v i t i e s  o f  c i s - a c o n i t a t e - t o - g l y o x y l a t e  : 
i t a c o n a t e - t o - p y r u v a t e  w a s  r e d u c e d  f r o m  3 : 1 t o  1 . 5  : 1 ,  
a  f a r  m o r e  s u b s t a n t i a l  r e d u c t i o n  w a s  c o n s i d e r e d  
n e c e s s a r y .
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TABLE 5 .  P a r t i a l  P u r i f i c a t i o n  o f  t h e  PSEUDOMONAS e x t r a c t
VOLUME PROTEIN S P E C I F I C  TOTAL YIELD PURITY
( m l )  ( m g / m l )  A C T IV IT Y  UNITS (%)
( u n i t s / m g )
' C r u d e '  8 . 5
^ P r o t a m i n e  6 . 0
> S u l p h a t e
&40% Ammon.  5 . 0
Î S ü l p h a t e  
■ ^ S u p e r n a t a n t  
o
rt60% Ammon.  1 . 0
^ S u l p h a t e  
P e l l e t
30 0 . 0 0 4 6
1 5  0 . 0 1 2
10
20 0 . 0 1 3
1 . 2  100  1
1 . 1  9 2  2 . 6
0 . 0 0 8 4  0 . 4 2
0 . 2 6
35  1 . 8
22 2 . 8
' C r u d e '
d P r o t a m i n e
' ^ S u l p h a t e
o
,h40% A m m o n .
^ S u l p h a t e
-•-> S u p e r n a t a n t
c60% A m m o n .
ü S u l p h a t e









0 . 0 1 2
0 . 0 1 7
0 . 0 1 9
0 . 0 1 9
3 . 1  1 0 0  1
1 . 5  49 1 . 4
0 . 9 5





C r u d e '  8 . 5  30
to P r o t a m i n e  6 . 0  15
^ S u l p h a t e
o
«40% Ammon.  5 . 0  10
J S u l p h a t e  
^  S u p e r n a t a n t
-(->
§60% Ammon.  1 . 0  20
u S u l p h a t e  
P e l l e t
0 . 5 4
0 . 5 5
0 . 6 0
0 . 4 8
1 3 8  1 0 0  1






' C r u d e '  8 . 5  30 0 . 0 1 4  3 . 6
0)
a P r o t a m i n e  6 . 0  15  0 . 0 1 6  1 . 5
^ S u l p h a t e
8
«40%  Ammon.  5 . 0  10 0 . 0 2 5  1 . 2
J  S u l p h a t e  
^ S u p e r n a t a n t
r4
o60%  Ammon.  1 . 0  20 0 . 0 8 4  1 . 7
^ S u l p h a t e  
^  P e l l e t
100  1
41 1 . 1
33 1 . 8
47 6 . 0
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CONTINUOUS ENZYME-LINKED ASSAY FOR CAD USING PSEUDOMONAS 
AERUGINOSA (PAC 5 0 1 )
S k i n n e r  a n d  C l a r k e  ( 1 9 6 8 )  i s o l a t e d  a n  i s o c i t r a t e  
l y a s e - d e f i c i e n t  m u t a n t  o f  w i l d - t y p e  P s e u d o m o n a s  
a e r u g i n o s a  8 6 0 2  f o l l o w i n g  m u t a g e n e s i s  w i t h  e t h y l m e t h a n e  
s u l p h o n a t e .  ( I n  t h e  p u b l i c a t i o n  o f  t h i s  w o r k ,  t h e  . . . . 
a u t h o r s  r e f e r r e d  t o  t h e  m u t a n t  a s  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  
A t  1 ;  h o w e v e r  t h e  o r g a n i s m  h a s  s i n c e  b e e n  r e n a m e d  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  PAC 5 0 1 . )  T h e  m u t a n t  w a s  s e l e c t e d  
o n  t h e  b a s i s  o f  i t s  i n a b i l i t y  t o  g r o w  i n  m e d i a  i n  w h i c h  
a c e t a t e  w a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  a n d ,  w h e n  t h e  
c a r b o n  s o u r c e  f o r  g r o w t h  w a s  p r o p i o n a t e  o r  s u c c i n a t e ,  
o n l y  t r a c e  a m o u n t s  o f  i s o c i t r a t e  l y a s e  w e r e  d e t e c t e d .
T h e  k i n d  d o n a t i o n  o f  a  c u l t u r e  o f  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a
PAC 5 0 1  b y  P r o f .  C l a r k e  t o  t h i s  l a b o r a t o r y  e n a b l e d
s t u d i e s  o n  t h e  s u i t a b i l i t y  o f  t h i s  o r g a n i s m  f o r  t h e  a s s a y
o f  i t a c o n a t e  a n d  CAD t o  b e  p e r f o r m e d .  I n i t i a l
i n v e s t i g a t i o n s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  o r g a n i s m  w a s  c a p a b l e
o f  g r o w t h  o n  i t a c o n a t e  a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n ,  a n d
a n  e x t r a c t  o f  c e l l s  g r o w n  i n  t h i s  w a y  c a t a l y s e d
s t o i c h i o m e t r i c  c o n v e r s i o n  o f  i t a c o n a t e  t o  p y r u v a t e
p h e n y l h y d r a z o n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s t a n d a r d
2+
c o n c e n t r a t i o n s  o f  A T P ,  CoA , Mg , p h e n y l h y d r a z i n e  a n d  
p h o s p h a t e  b u f f e r .  T h u s ,  a s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  f r o m  t h e  
k n o w n  r o u t e  o f  i t a c o n a t e  d i s s i m i l a t i o n ,  w h i c h  p r o d u c e s  a  
2 -  a n d  a  3 - c a r b o n  c o m p o u n d ,  a n  i n t a c t  g l y o x y l a t e  c y c l e
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a p p e a r e d  t o  b e  u n n e c e s s a r y  f o r  g r o w t h  o n  i t a c o n a t e .
N e v e r t h e l e s s ,  a s s a y  o f  i s o c i t r a t e  l y a s e  a c t i v i t y  i n  a  
c e l l - f r e e  e x t r a c t  o f  i t a c o n a t e - g r o w n  P s e u d o m o n a s  
a e r u g i n o s a  PAC 5 0 1  l e d  t o  t h e  d i s c o v e r y  t h a t  t h e  e n z y m e  
w a s  p r e s e n t .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  
o f  t h e  i t a c o n a t e - c o n s u m i n g  s y s t e m s  i n  t h e  w i l d - t y p e  a n d  
m u t a n t  o r g a n i s m  w e r e  c o m p a r a b l e ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  
i s o c i t r a t e  l y a s e  i n  t h e  m u t a n t  w a s  f o u n d  t o  b e  o n l y  8 % o f  
t h a t  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  w i l d - t y p e .  T h u s ,  
a l t h o u g h  t h e  r a t i o  o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  
c i s - a c o n i t a t e - t o - g l y o x y l a t e  : i t a c o n a t e - t o - p y r u v a t e  w a s  
3 : 1 i n  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  P A O l , t h e  s a m e  r a t i o  w a s  
1 : 4 i n  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  PAC 5 0 1 .  T h e  m u t a n t  
o r g a n i s m  w a s ,  t h e r e f o r e ,  t w e l v e  t i m e s  m o r e  s u i t a b l e  f o r  
t h e  a s s a y  o f  CAD t h a n  w a s  t h e  w i l d - t y p e .
New S t a n d a r d  C o n d i t i o n s  f o r  t h e  D e t e r m i n a t i o n  o f  
I t a c o n a t e
I n  t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  h e n c e f o r t h ,  t h e  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s  f o r  i t a c o n a t e  a s s a y  w e r e  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d  ( p . 5 5 )  w i t h  t h e  m o d i f i c a t i o n  t h a t  t h e  
i t a c o n a t e - g r o w n  P s e u d o m o n a s  e x t r a c t  e m p l o y e d  w a s  p r e p a r e d  
f r o m  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  PAC 5 0 1 .
D e t e c t i o n  o f  CAD A c t i v i t y
An e x t r a c t  o f  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  
( 5 0 p l )  w a s  a d d e d  t o  t h e  s t a n d a r d  i t a c o n a t e  a s s a y .
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c o n t a i n i n g  2 0 p l  o f  P s e u d o m o n a s  e x t r a c t ,  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  
a t  3 1 5 n m  w a s  m o n i t o r e d  a g a i n s t  a  d u p l i c a t e  b l a n k  c u v e t t e  
f r o m  w h i c h  t h e  CoA a n d  ATP h a d  b e e n  o m i t t e d .  C o p i e s  o f  
t h e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  o u t p u t  a r e  s h o w n  i n  F i g .  7 .  
I m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  A s p e r g i l l u s  
e x t r a c t ,  a n  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  o b s e r v e d  w h i c h  
t o o k  p l a c e  o v e r  3 - 4 m i n ,  t h e  e x t e n t  o f  w h i c h  w a s  s h o w n  t o  
b e  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  v o l u m e  o f  A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  
a d d e d .  No s u c h  r e a c t i o n  w a s  o b s e r v e d  i f  t h e  A s p e r g i l l u s  
e x t r a c t  h a d  b e e n  p a s s e d  t h r o u g h  a  S e p h a d e x  G - 2 5  c o l u m n  
p r i o r  t o  a d d i t i o n  ( F i g .  7 b ) .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  
t h e  r e s p o n s e  w a s  c a u s e d  b y  e n d o g e n o u s  i t a c o n a t e  p r e s e n t  
i n  t h e  A s p e r g i l l u s  e x t r a c t .
S u b s e q u e n t  a d d i t i o n  o f  5 0 p l  o f  lOOmM d i s o d i u m  
c i s - a c o n i t a t e  ( t o  b o t h  c u v e t t e s )  l e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  
( a f t e r  a  2 - 3 m i n  l a g  p e r i o d )  o f  a  l i n e a r  r a t e  o f  i n c r e a s e  
i n  a b s o r b a n c e .  T h i s  r e a c t i o n  w a s  n o t  o b s e r v e d  i f  t h e  
A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  h a d  b e e n  h e a t e d  t o  9 0 ° C  f o r  5 m i n  a n d  
t h e n  c o o l e d ,  p r i o r  t o  a d d i t i o n  ( F i g .  7 c ) .  F u r t h e r m o r e ,  
t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  t h e  r e a c t i o n  w a s  s h o w n  t o  b e  d i r e c t l y  
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  v o l u m e  o f  a d d e d  A s p e r g i l l u s  e x t r a c t ,  
o v e r  t h e  r a n g e  s h o w n  i n  F i g .  8 . A d d i t i o n  o f  l a r g e r  
v o l u m e s  o f  e x t r a c t  r e s u l t e d  i n  a  d e v i a t i o n  f r o m  l i n e a r i t y  
c a u s e d  b y  s a t u r a t i o n  o f  t h e  l i n k i n g  e n z y m e s .  T h i s  c o u l d  
b e  a l l e v i a t e d  t o  s o m e  e x t e n t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  m o r e  
P s e u d o m o n a s  e x t r a c t ,  b u t  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  a s s a y  t h e n  
d i m i n i s h e d  a t  t h e  r e s u l t i n g  h i g h e r  a b s o r b a n c e s .  N e i t h e r
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FIG.  7 .  S p e c t r o p h o t o m e t e r  t r a c e s  s h o w i n g  p y r u v a t e  p h e n y l ­
h y d r a z o n e  f o r m a t i o n  f o l l o w i n g  v a r i o u s  a d d i t i o n s  t o  t h e  
i t a c o n a t e  a s s a y  s y s t e m ;
( a )  ASPERGILLUS e x t r a c t  ( 1 )  f o l l o w e d  by C I S - a c o n i t a t e  ( 2 ) ;
( b )  d e s a l t e d  ASPERGILLUS e x t r a c t  f o l l o w e d  by C I S - a c o n i t a t e  ( 2 )
( c )  d e p r o t e i n i z e d  ASPERGILLUS e x t r a c t  f o l l o w e d  by 
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FIG. 8.  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  
i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  from C I S - a c o n i t a t e  and t h e  
vo lu m e of  ASPERGILLUS e x t r a c t  added t o  t h e  a s s a y  
s y s t e m .
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t h e  ' e n d o g e n o u s '  r e a c t i o n  n o r  t h e  r e s p o n s e  t o  
c i s - a c o n i  t a t e  w e r e  o b t a i n e d  w h e n  a n  e x t r a c t  o f  
n o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  w a s  e m p l o y e d .  T h e  
a b o v e  r e s u l t s  t h u s  i n d i c a t e  t h e  e n z y m i c  c o n v e r s i o n  o f  
c i s - a c o n i t a t e  t o  i t a c o n a t e  i n  a n  e x t r a c t  o f  
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s .
S u b s t i t u t i n g  i d e n t i c a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c i t r a t e  a n d  
i s o c i t r a t e  f o r  c i s - a c o n i t a t e  i n  t h e  a s s a y  s y s t e m  l e d  t o  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s l o w e r  i n i t i a l  r a t e s  ( F i g .  9 ) ,  t h u s  
s u g g e s t i n g  t h a t  c i s - a c o n i t a t e  i s  a  m o r e  i m m e d i a t e  
p r e c u r s o r  o f  i t a c o n a t e  t h a n  a r e  c i t r a t e  o r  i s o c i t r a t e .
I n  v i t r o  c o n v e r s i o n  o f  c i t r a t e  a n d  i s o c i t r a t e  t o  
c i s - a c o n i t a t e  w i l l  h a v e  b e e n  f a c i l i t a t e d  b y  t h e  c o m b i n e d  
a c t i v i t i e s  o f  P s e u d o m o n a s  a n d  A s p e r g i l l u s  a c o n i t a s e s  
p r e s e n t  i n  t h e  e x t r a c t s .
T h e s e  f i n d i n g s  c o i n c i d e  w i t h  t h o s e  r e p o r t e d  b y  B e n t l e y  
a n d  T h i e s s e n  ( 1 9 5 7 a )  w h o  p e r f o r m e d  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  t o  
d e m o n s t r a t e  m a n o m e t r i c a l l y  t h e  e n z y m i c  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  
c i s - a c o n i t a t e  i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s  (NRRL 1 9 6 0 ) .  T h e s e  a u t h o r s  p r o p o s e d  t h e  
e x i s t e n c e  o f  t h e  e n z y m e  CAD, a n d  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  
a b o v e  c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  e n z y m e  i n  
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  m y c e l i a .
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s t a n d a r d  C o n d i t i o n s  f o r  t h e  C o n t i n u o u s  A s s a y  o f  CAD 
A l l  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  t h e  a c t i v i t y  o f  CAD 
w a s  d e t e r m i n e d  c o n t i n u o u s l y  w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  t h e  
f o l l o w i n g  c o n d i t i o n s .  T h e  s a m p l e  c u v e t t e  c o n t a i n e d  20mM 
s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  lOmM 
p h e n y l h y d r a z i n e ,  2mM A T P ,  0 . 2mM M g C l g ,  0 .2mM CoA a n d  2 0 p l
o f  e x t r a c t  o f  i t a c o n a t e - g r o w n  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  (PAC 
5 0 1 )  ( a p p r o x i m a t e l y  0 . 4mg o f  s o l u b l e  p r o t e i n ) .  T h e  
r e f e r e n c e  c u v e t t e  c o n t a i n e d  a l l  t h e  a b o v e  e x c e p t  ATP a n d  
CoA . T h e  a b s o r b a n c e  a t  31 5 n m  w a s  f o l l o w e d  i n  a  d u a l - b e a m  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  2 5 ° C .  A f t e r  t h e  a b o v e  m i x t u r e s  h a d  
b e e n  c o n s t i t u t e d ,  t h e  s a m p l e  o f  A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  t o  b e  
a s s a y e d  f o r  CAD a c t i v i t y  w a s  a d d e d ,  o n e  a l i q u o t  t o  e a c h  
c u v e t t e .  T h e  s u b s e q u e n t  e n d o g e n o u s  r e a c t i o n ,  w h i c h  
c a u s e d  a  s m a l l  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e ,  w a s  a l l o w e d  t o  
p r o c e e d  t o  c o m p l e t i o n  a n d  5 0 p l  o f  lOOmM d i s o d i u m  
c i s - a c o n i t a t e  w a s  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  c u v e t t e  ( t o t a l  
v o l u m e ,  1 m l ) .  F o l l o w i n g  t h e  b r i e f  p e r i o d  o f  h y s t e r e s i s ,  
t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  t h e  r e a c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d .  O ne  
u n i t  o f  CAD a c t i v i t y  w a s  d e f i n e d  a s  t h a t  a m o u n t  o f  e n z y m e  
c a u s i n g  t h e  c o n v e r s i o n  o f  I p m o l e  o f  c i s - a c o n i t a t e  t o  
i t a c o n a t e  p e r  m i n u t e ,  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .



















FIG. 9. Comparison o f  t h e  i n i t i a l  r a t e s  o f  i t a c o n a t e
f o r m a t i o n  from C I S - a c o n i t i c  (A ) ,  D L - i s o c i t r i c  (B) and
c i t r i c  (C) a c i d s .  Sodium s a l t s  o f  t h e s e  a c i d s  (Sywmoles
i n  e a c h  c a s e )  were  added t o  t h e  i t a c o n a t e  a s s a y  s y s t e m
a t  t h e  p o i n t s  i n d i c a t e d  by t h e  s e c o n d  arrow.  The f i r s t
a d d i t i o n  (1)  was 50^1 o f  u n f r a c t i o n a t e d  i t a c o n a t e -
p r o d u c i n g  ASPERGILLUS e x t r a c t  ( a p p r o x i m a t e l y  0 . 2mg o f  p r o t e i n ) .
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DISCONTINUOUS ENZYME-LINKED ASSAY FOR CAD USING 
PSEUDOMONAS A ERUGINOSA (PAC 5 0 1 )
T h e  p r e s e n c e  o f  a c o n i t a s e  i n  t h e  P s e u d o m o n a s  l i n k i n g  
s y s t e m  p r e c l u d e d  t h e  u s e  o f  t h e  c o n t i n u o u s  a s s a y  f o r  a  
m o r e  d e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  CAD. I n  a d d i t i o n ,  t h e  
p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s . s h o w e d  t h a t  t h e  l i n k i n g  s y s t e m  
b e c a m e  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  a c t i v e  a s  t h e  pH w a s  r e d u c e d  
b e l o w  6 . 5 .  T h e  CAD a s s a y  w a s  t h e r e f o r e  p e r f o r m e d  
d i s c o n t i n u o u s l y  w i t h  a  p a r t i a l l y - p u r i f i e d  e x t r a c t  o f  
A s p e r g i l l u s . T h e  p r o c e d u r e  f o r  t h e  4 0 - 6 0 %  a m m o n i u m  
s u l p h a t e  f r a c t i o n a t i o n  ( d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  
M e t h o d s )  r e s u l t e d  i n  a  3 - f o l d  p u r i f i c a t i o n  o f  CAD w i t h  
o n l y  15% l o s s  o f  t o t a l  a c t i v i t y ;  m o r e o v e r ,  t h i s  s a l t  
f r a c t i o n a t i o n  r e s u l t e d  i n  t h e  c o m p l e t e  r e m o v a l  o f  
a c o n i t a s e ,  w h i c h  r e m a i n e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  a t  60% 
s a t u r a t i o n .
A M o r e  S e n s i t i v e  S t a n d a r d  C u r v e  f o r  I t a c o n a t e  
T h e  s t a n d a r d  c u r v e  f o r  i t a c o n a t e  s h o w n  i n  F i g .  2 
d e m o n s t r a t e d  t h e  e n z y m e - l i n k e d  a s s a y  t o  b e  e f f e c t i v e  o v e r  
t h e  r a n g e  o f  2 0 - 1 0 0 n m o l e s  o f  i t a c o n a t e .  I n  F i g .  1 0 ,  t h e  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  w a s  e x t e n d e d  t o  m e a s u r e  b e t w e e n  
1 a n d  10 n m o l e s  o f  i t a c o n a t e  a c c u r a t e l y .  T h i s  m o r e  
s e n s i t i v e  s t a n d a r d  c u r v e  w a s  c o n s t r u c t e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  
F i g .  2 w i t h  t h e  e x c e p t i o n  t h a t  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  PAC 
5 0 1  w a s  e m p l o y e d  i n s t e a d  o f  t h e  w i l d - t y p e  P A O l ;  i t  w a s  
u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  i t a c o n a t e  p r o d u c e d  e n z y m i c a l l y  i n
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FIG. 10.  S t a n d a r d  c u r v e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
of  b e t w e e n  1 and lO nm ole s  o f  
i t a c o n a t e .
- 8 0 -
i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  o f  A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  a n d  
c i s - a c o n i t a t e .
S t a n d a r d  C o n d i t i o n s  f o r  t h e  D i s c o n t i n u o u s  A s s a y  o f  CAD 
M i x t u r e s  c o n t a i n i n g  A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  a n d  d i s o d i u m  
c i s - a c o n i t a t e  ( a m o u n t s  a s  i n d i c a t e d )  i n  20mM 
s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 0 ,  t o  a  t o t a l  
v o l u m e  o f  3m l  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  w a t e r - b a t h  a t  3 0 ° C ;  
r e a c t i o n s  w e r e  s t a r t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  e x t r a c t .
A t  s e l e c t e d  t i m e s ,  0 . 2 5 m l  a l i q u o t s  w e r e  w i t h d r a w n  a n d  
i m m e d i a t e l y  t r a n s f e r r e d  t o  p r e - h e a t e d  t e s t - t u b e s  i n  a  
b o i l i n g  w a t e r - b a t h  f o r  3 m i n ,  a f t e r  w h i c h  t h e  p r e c i p i t a t e d  
p r o t e i n  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  i n  a  m i c r o f u g e .
T h e  s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  a s s a y e d  f o r  i t a c o n a t e  
u n d e r  t h e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  
c o n t i n u o u s  a s s a y  o f  CAD ( s e e  p . 7 8 )  i n  w h i c h  2 0 - 1 0 0 p l  o f  
s a m p l e  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  c u v e t t e ,  i n  p l a c e  o f  
A s p e r g i l l u s  e x t r a c t  a n d  s u b s t r a t e ,  a n d  t h e  e x t e n t  o f  t h e  
s u b s e q u e n t  i n c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  d e t e r m i n e d .
T i m e - C o u r s e  E x p e r i m e n t s
F i g u r e  1 1  s h o w s  a  t i m e - c o u r s e  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
c i s - a c o n i t a t e  ( i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n ,  ImM) t o  i t a c o n a t e ,  
c a t a l y s e d  b y  CAD p r e s e n t  i n  t h e  4 0 - 6 0 %  a m m o n i u m  s u l p h a t e  
f r a c t i o n .  A f t e r  t w o  h o u r s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
i t a c o n a t e  i n  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  w a s  0 .9 7 m M ,  
i n d i c a t i n g  a l m o s t  c o m p l e t e  c o n v e r s i o n .  T h e r e f o r e ,  u n d e r  
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FIG. 11.  T i m e - c o u r s e  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  C I S - a c o n i t a t e  
( i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  ImM) t o  i t a c o n a t e ,  
c a t a l y s e d  by CAD.
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e s s e n t i a l l y  i r r e v e r s i b l e .
A s i m i l a r  t i m e - c o u r s e  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  i n  w h i c h  a  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  c i s - a c o n i  t a t e  w a s  u s e d  i n  
c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s m a l l e r  a m o u n t  o f  CAD, T h e  d e t a i l s  
a r e  g i v e n  i n  F i g .  12  w h i c h  s h o w s  t h a t ,  f o r  a t  l e a s t  t h e  
i n i t i a l  3 0 m i n . o f  t h e  r e a c t i o n ,  t h e  r a t e  o f  i t a c o n a t e  
f o r m a t i o n  w a s  c o n s t a n t .  T h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e s e  
c o n d i t i o n s  w a s  i m p o r t a n t  f o r  t h e  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  
w h i c h  r e q u i r e d  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  i n i t i a l  r e a c t i o n  
v e l o c i t i e s .
T h e  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  pH O p t i m u m  o f  CAD 
CAD a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  i n  a  r a n g e  o f  b u f f e r  s o l u t i o n s .  
T h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d  lOmM c i s - a c o n i t a t e  a n d  
2 0 | i l  o f  t h e  A s p e r g i l l u s  a m m o n i u m  s u l p h a t e  f r a c t i o n .  
S o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r s  ( 2 0 m M ) ,  pH 5 . 0 ,  5 . 5 ,  
6 . 0 ,  6 . 5 ,  7 . 0 ,  7 . 5  a n d  8 . 0 ,  a n d  s o d i u m  a c e t a t e  -  a c e t i c  
a c i d  b u f f e r s  ( 2 0 m M ) ,  pH 4 . 0 ,  4 . 5  a n d  5 . 0  w e r e  e m p l o y e d .  
A l i q u o t s  w e r e  w i t h d r a w n  a t  2 m i n  i n t e r v a l s  f o r  t h e  f i r s t  
l O m i n  o f  t h e  r e a c t i o n ,  a n d  w e r e  t h e n  a s s a y e d  f o r  
i t a c o n a t e .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  F i g .  13  a n d  a r e  
p r e s e n t e d  i n  F i g .  14  a s  a  p l o t  o f  CAD a c t i v i t y  a g a i n s t  
p H .  T h e  pH o p t i m u m  o f  CAD w a s  f o u n d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  
5 . 5 .  CAD w a s  40% l e s s  a c t i v e  i n  t h e  a c e t a t e  b u f f e r ,  a n d  
a t  pH 4 . 5  t h e r e  w a s  n o  d e t e c t a b l e  a c t i v i t y .  A l s o  
s i g n i f i c a n t  i s  t h a t  t h e  e n z y m e  w a s  50% l e s s  a c t i v e  a t  pH 
7 . 0  ( t h e  pH a t  w h i c h  t h e  c o n t i n u o u s  a s s a y s  w e r e

















FIG, 12,  T i m e - c o u r s e  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
C I S - a c o n i t a t e  ( i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  20mM) t o  
i t a c o n a t e ,  c a t a l y s e d  by CAD, To t h e  s t a n d a r d  
d i s c o n t i n u o u s  CAD a s s a y  s y s t e m  were added 20^1  
o f  a 4 0-60%  ammonium s u l p h a t e  f r a c t i o n  o f  
ASPERGILLUS e x t r a c t  and 600^1  o f  lOOmM d i s o d i u m  
C i s - a c o n i t a t e ,
- 8 4 -
i_n <o O LH
i_n Ln vb \b


























( i - u i Q j  a j e u o D P j i  a ï o i i j u )  ° a
- 8 6 -
p e r f o r m e d )  t h a n  a t  pH 5 . 5 .
T h e  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  Km o f  CAD f o r  c i s - A c o n i t a t e  
I n i t i a l  r a t e s  w e r e  d e t e r m i n e d ,  a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  o v e r  a  
r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c i s - a c o n i t a t e  ( f r o m  O.OSmM t o  
15mM) a t  pH 6 . 0 .  F i g u r e  1 5  p r e s e n t s  t h e  d a t a  i n  t h e  f o r m  
o f  a  d o u b l e - r e c i p r o c a l  p l o t  f r o m  w h i c h . t h e  Km v a l u e  w a s  
d e t e r m i n e d  t o  b e  0 .1 5 m M .  T h i s  v a l u e  w a s  c o n f i r m e d  b y  
a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  u s i n g  t h e  c o m p u t e r - f i t t e d  d i r e c t  
l i n e a r  p l o t  m e t h o d  o f  E i s e n t h a l  a n d  C o r n i s h - B o w d e n  
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ENZYME AND NUTR IENT  CHANGES DURING THE FERMENTATION OF 
A S P E R G I L L U S  TERREUS
T h e  p r e s e n c e  o f  CAD i n  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s  a n d  i t s  a p p a r e n t  a b s e n c e  f r o m  n o n - i t a c o n a t e -  
p r o d u c i n g  m y c e l i a  w a s  a  s t r o n g  i n d i c a t i o n  o f  t h e  
i n v o l v e m e n t  o f  t h e  e n z y m e  i n  i t a c o n a t e  s y n t h e s i s .  A 
c l o s e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  i m p o r t a n c e  o f  CAD w a s  
f a c i l i t a t e d  b y  f o l l o w i n g  i t s  a c t i v i t y  t h r o u g h o u t  a  
f e r m e n t a t i o n  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . S u c h  s t u d i e s  w e r e  
c o n s i d e r e d  e s p e c i a l l y  s i g n i f i c a n t  i n  v i e w  o f  t h e  r e p o r t e d  
d e c r e a s e  i n  N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  
a c t i v i t y  d u r i n g  a c i d  p r o d u c t i o n  ( W i n s k i l l ,  1 9 8 3 ) .
A n a l y s e s  o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  CAD,  c i t r a t e  
s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e  a n d  N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  i n  r e l a t i o n  t o  e a c h  o t h e r  a n d  t o  t h e  
s y n t h e s i s  o f  i t a c o n a t e  w e r e  t h e r e f o r e  p e r f o r m e d .
R e p l i c a t e - f l a s k  c u l t u r e s  o f  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s , i n o c u l a t e d  w i t h  s p o r e s  w a s h e d  f r o m  
C z a p e k - D o x  a g a r  s l o p e s ,  w e r e  h a r v e s t e d  a t  s e l e c t e d  t i m e s  
a n d  a n a l y s e d  f o r  m y c e l i a l  g r o w t h ,  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  
a n d  e n z y m e  a c t i v i t i e s .  T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g .  
1 6 .  T h e  l o n g  l a g  p e r i o d  o f  60 h o u r s ,  p r i o r  t o  t h e  p e r i o d  
o f  a c c e l e r a t e d  g r o w t h ,  i s  i n d i c a t i v e  o f  a  l o w  i n o c u l u m  
c o n c e n t r a t i o n .  H o w e v e r ,  a  s e p a r a t i o n  o f  t h e  
a c c é l é r a t e d - g r o w t h  p h a s e  f r o m  t h e  a c i d - p r o d u c i n g  p h a s e
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FIG. 16.  T i m e - c o u r s e  f o r  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  ASPERGILLUS 
TERREUS i n  r e p l i c a t e  f l a s k  c u l t u r e s  s h o w in g  i t a c o n a t e  













w a s  c l e a r l y  o b t a i n e d ;  a c i d  p r o d u c t i o n  s t a r t e d  
a p p r o x i m a t e l y  90  h o u r s  i n t o  t h e  f e r m e n t a t i o n .  D u r i n g  t h e  
i n i t i a l  p e r i o d  o f  g r o w t h ,  t h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  
c h a n g e s  i n  t h e  d e t e c t e d  l e v e l s  o f  c i t r a t e  s y n t h a s e ,  
a c o n i t a s e  o r  N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  
F u r t h e r m o r e  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  n o  i n t r a c e l l u l a r  CAD 
a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  g r o w t h  p h a s e . .  . B e t w e e n . 9 0  . 
a n d  1 4 0  h o u r s ,  h o w e v e r ,  d u r i n g  w h i c h  t i m e  t h e  r a t e  o f  
b i o m a s s  p r o d u c t i o n  d e c r e a s e d ,  t h e r e  w a s  a  1 0 0 - f o l d  
i n c r e a s e  i n  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  CAD. T h i s  w a s  
a c c o m p a n i e d  b y  a  n o t a b l e  i n c r e a s e  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  i t a c o n a t e .  T h u s ,  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  
a n  i n t i m a t e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e  i n t r a c e l l u l a r  
a c t i v i t y  o f  CAD a n d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e .  I n  
a d d i t i o n ,  d u r i n g  t h i s  a c i d - p r o d u c t i o n  p h a s e ,  t h e  s p e c i f i c  
a c t i v i t i e s  o f  t h e  t h r e e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  e n z y m e s  c i t r a t e  
s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e  a n d  N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a p p e a r e d  t o  r e m a i n  u n c h a n g e d .
I n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s ,  t h e  f e r m e n t a t i o n  w a s  f o l l o w e d  
t o  t h e  c o m p l e t i o n  o f  t h e  a c i d - p r o d u c t i o n  p h a s e .  I n  o r d e r  
t o  d e c r e a s e  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  p r i o r  t o  e x p o n e n t i a l  
g r o w t h ,  a  h e a v i e r  i n o c u l u m  w a s  e m p l o y e d .  R e p l i c a t e  
f l a s k s  w e r e  i n o c u l a t e d  (2% v / v )  w i t h  a  5 - d a y  f l a s k  
c u l t u r e  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  
s e c t i o n .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  a n a l y s i s  a r e  s h o w n  i n  
F i g .  1 7 .  T h e  l a g  p e r i o d  w a s  r e d u c e d  t o  l e s s  t h a n  20 
h o u r s ;  t h e  s u b s e q u e n t  p e r i o d  o f  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  w a s
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FIG. 17,  P r o f i l e  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  by ASPERGILLUS 
TERREUS. A h e a v i e r  in o c u l u m  was u s e d  th a n  i n  F i g .  16 and 
t h e  f e r m e n t a t i o n  was f o l l o w e d  t o  c o m p l e t i o n .
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o v e r  a t  6 0  h o u r s  a n d  w a s  f o l l o w e d  b y  a  s m a l l  l i n e a r  r a t e  
o f  i n c r e a s e  i n  g r o w t h .  B e t w e e n  45 a n d  90  h o u r s ,  t h e r e  
w a s  a  s t e a d y  r i s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  CAD a c t i v i t y  w h i c h  
t h e n  r e m a i n e d  c o n s t a n t  u n t i l  1 2 0  h o u r s .  T h i s  p e r i o d  
c o i n c i d e d  p r e c i s e l y  w i t h  t h e  a c i d - p r o d u c t i o n  p h a s e ,  a n d ,  
b e t w e e n  1 2 0  a n d  1 7 0  h o u r s ,  t h e  d e c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  
i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  a  r e d u c t i o n  i n  
i n t r a c e l l u l a r  CAD a c t i v i t y .  T h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  
c h a n g e s  i n  c i t r a t e  s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e  o r  N A D P - d e p e n d e n t  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  t h r o u g h o u t .  T h e s e  r e s u l t s  
p r o v i d e  f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  c l o s e  a s s o c i a t i o n  
b e t w e e n  CAD a c t i v i t y  a n d  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .
T h e  p e r i o d s  o f  g r o w t h  a n d  a c i d  s y n t h e s i s  t h e r e f o r e  
a p p e a r e d  t o  f o l l o w  t h e  c l a s s i c a l  p a t t e r n  a s s o c i a t e d  w i t h  
s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e  p r o d u c t i o n .  D u r i n g  u n l i m i t e d  
g r o w t h ,  w h e n  a l l  t h e  n u t r i e n t s  n e c e s s a r y  f o r  b i o m a s s  
p r o d u c t i o n  w e r e  p r e s e n t  i n  e x c e s s ,  n o  i t a c o n a t e  
p r o d u c t i o n  w a s  o b s e r v e d .  H o w e v e r ,  w h e n  t h e  p e r i o d  o f  
e x p o n e n t i a l  g r o w t h  w a s  o v e r ,  a n d  t h e  r a t e  o f  b i o m a s s  
p r o d u c t i o n  w a s  d e c r e a s i n g ,  i t a c o n a t e  b e g a n  t o  a p p e a r  i n  
t h e  m e d i u m .  D u r i n g  t h i s  a c i d - p r o d u c i n g  p e r i o d ,  b i o m a s s  
f o r m a t i o n  d i d  n o t  c e a s e  c o m p l e t e l y  b u t  c o n t i n u e d  a t  a n  
a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r  r a t e .  S u c h  a n  o b s e r v a t i o n  m ay  b e  
i n d i c a t i v e  o f  g r o w t h  b e i n g  l i m i t e d  b y  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  
o n e  o r  m o r e  n u t r i e n t s .
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F e r m e n t e r  S t u d  l e s
A l t h o u g h  t h e  a b o v e  s t u d i e s  p r o v e d  t o  b e  e f f e c t i v e  i n  t h e  
i n v e s t i g a t i o n  o f  k e y  f e a t u r e s  o f  t h e  i t a c o n a t e  
f e r m e n t a t i o n ,  t h e y  w e r e  l i m i t e d  b y  t h e  n a t u r e  o f  t h e  
c u l t u r e  c o n d i t i o n s .  S m a l l  e r r o r s  i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  
t h e  i n o c u l u m ,  f o r  e x a m p l e ,  l e d  t o  l a r g e r  d i s c r e p a n c i e s  
b e t w e e n  t h e  i n d i v i d u a l  f l a s k  c u l t u r e s .  . T h e  f e r m e n t a t i o n  
w a s  t h e r e f o r e  f o l l o w e d  s u b s e q u e n t l y  i n  a  3 - l i t r e  
l a b o r a t o r y  f e r m e n t e r .  U n d e r  s u c h  c o n d i t i o n s ,  t h e  
u n i f o r m i t y  o f  t h e  c u l t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  m o r e  e a s i l y .
T h e  r e s u l t s  o f  a  f e r m e n t a t i o n ,  i n  w h i c h  a  2% ( v / v )  
i n o c u l u m  o f  a  5 - d a y  f l a s k  c u l t u r e  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  
w a s  e m p l o y e d ,  a r e  s h o w n  i n  F i g .  1 8 .  T h e  s a l i e n t  f e a t u r e s  
t o  b e  n o t e d  a r e  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  
t h e  r e p l i c a t e - f l a s k  f e r m e n t a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  g r e a t e r  
f l e x i b i l i t y  o f  t h e  f e r m e n t e r  s y s t e m  w a s  p u t  t o  f u r t h e r  
u s e  i n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s ;  i n  a d d i t i o n  t o  f o l l o w i n g  
i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n ,  g r o w t h  a n d  i n d i v i d u a l  e n z y m e  
a c t i v i t i e s ,  t h e  l e v e l s  o f  c a r b o n ,  n i t r o g e n  a n d  p h o s p h o r u s  
p r e s e n t  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w e r e  a l s o  m o n i t o r e d .
S t a n d a r d  c u r v e s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s u c r o s e ,  a m m o n i a  
a n d  p h o s p h o r u s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g s .  1 9 ,  20 a n d  21 
r e s p e c t i v e l y .  W hen t h e  l e v e l s  o f  t h e s e  n u t r i e n t s  p r e s e n t  
i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w e r e  s u p e r i m p o s e d  o n  a  f e r m e n t a t i o n  
p r o f i l e ,  a s  s h o w n  i n  F i g .  2 2 ,  i t  b e c a m e  c l e a r  t h a t  
s u c r o s e  a n d  a m m o n i a  w e r e  p r e s e n t  i n  e x c e s s  i n  t h e  c u l t u r e  
m e d i u m  t h r o u g h o u t .  H o w e v e r ,  o n l y  35  h o u r s  a f t e r
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FIG. 18.  P r o f i l e  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  by ASPERGILLUS 
TERREUS in  t h e  3 - l i t r e  f e r m e n t e r .
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i n o c u l a t i o n ,  t h e r e  w a s  n o  d e t e c t a b l e  p h o s p h a t e  i n  t h e  
c u l t u r e  m e d i u m .  T h i s  f i n d i n g  i s  e s p e c i a l l y  s i g n i f i c a n t  
w h e n  i t  i s  s e e n  t h a t  w i t h i n  t h e  s u b s e q u e n t  10  h o u r s  t h e  
i n t r a c e l l u l a r  l e v e l  o f  CAD a c t i v i t y  i n c r e a s e d  f r o m  a l m o s t  
z e r o  t o  a p p r o x i m a t e l y  35% o f  i t s  m a x i m a l  v a l u e .  T h i s  
p e r i o d  a l s o  c o i n c i d e d  p r e c i s e l y  w i t h  t h e  f i r s t :  a p p e a r a n c e  
o f  i t a c o n a t e  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  I t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  
t h a t  t h e  e n d  o f  t h e  p e r i o d  o f  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  a n d  t h e  
o n s e t  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  ( f a c i l i t a t e d  b y  t h e  
a p p e a r a n c e  o f  i n t r a c e l l u l a r  CAD) c o u l d  b e  t r i g g e r e d  b y  
e x h a u s t i o n  o f  p h o s p h a t e  f r o m  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  T h i s  
o b s e r v a t i o n  w a s  r e p e a t e d  w h e n  t h e  sa m e  e x p e r i m e n t  w a s  
p e r f o r m e d  i n  r e p l i c a t e  s h a k e - f l a s k  c u l t u r e s ,  a s  s h o w n  i n  
F i g .  2 3 .  As w i t h  t h e  p r e v i o u s  f e r m e n t a t i o n s ,  t h e r e  w e r e  
n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  t h e  a c t i v i t i e s  o f  c i t r a t e  
s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e  o r  N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  
d e h y d r o g e n a s e .
Q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  R a t e  o f  I t a c o n a t e  P r o d u c t i o n  
T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  t h u s  f a r  i n  t h i s  s e c t i o n  c o n f i r m  
t h e  c l o s e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  a n d  
C A D  a c t i v i t y  a n d  s e r v e  t o  i n d i c a t e  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  
c o n c o m i t a n t  d e p l e t i o n  o f  p h o s p h a t e  f r o m  t h e  c u l t u r e  
m e d i u m .  T h e  p u r p o s e  o f  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t  w a s  t o  
c o m p a r e  t h e  s p e c i f i c  r a t e  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  w i t h  
t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  CAD d e t e c t e d  i n  t h e  A s p e r g i l l u s  
m y c e l i u m .  T h i s  w a s  i n  o r d e r  t o  d i s c o v e r  w h e t h e r  t h e  
d e t e c t e d  l e v e l  o f  CAD a c t i v i t y  w a s  s u f f i c i e n t l y  h i g h  t o
— 100—
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FIG. 23,  P r o f i l e  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  by
ASPERGILLUS TERREUS i n  r e p l i c a t e - f l a s k  
c u l t u r e s ,  sh o w i n g  t h e  same a n a l y s e s  a s  
in  F i g .  22 ,
a c c o u n t  f o r  t h e  a m o u n t  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c e d .  T h r o u g h o u t  
t h i s  r e p o r t ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  CAD h a s  b e e n  
e x p r e s s e d  i n  u n i t s  o f  n m o l e s  m i n  ^ mg ^ p r o t e i n .  
C o n s e q u e n t l y ,  i n  o r d e r  t o  c o m p a r e  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  
o f  CAD w i t h  t h e  s p e c i f i c  r a t e  o f  a c i d  p r o d u c t i o n ,  t h e  
l a t t e r  h a s  t o  b e  e x p r e s s e d  i n  t h e s e  u n i t s .  I n  t h e  
f e r m e n t a t i o n ,  t h e  r a t e  o f  i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  ( d p / d t )  w a s  
r e l a t e d  t o  t h e  a m o u n t  o f  b i o m a s s  ( x )  i n  t h e  f o l l o w i n g  
w a y  :
d p  = q  X 
d t  p
w h e r e  q ^  = t h e  s p e c i f i c  r a t e  o f  i t a c o n a t e  f o r m a t i o n .  I t
t h e r e f o r e  f o l l o w s  t h a t :
d p  = q p  ]  x . d t  
^'1
a n d  :
q = ? 2  -  P]^  e q n .  1.
[  ^ x . d t
T h e  n u m e r a t o r  o f  e q u a t i o n  1 w a s  c a l c u l a t e d  b y  f i t t i n g  t h e
i t a c o n a t e - f o r m a t i o n  p r o f i l e  o f  F i g .  24 t o  a  p o l y n o m i a l
e q u a t i o n ,  w i t h  t h e  a i d  o f  a  c o m p u t e r ,  a n d  p ^  -  p ^  v a l u e s
- 1
w e r e  d e t e r m i n e d  i n  u n i t s  o f  n m o l e  1 f o r  e a c h  h o u r  o f  
t h e  f e r m e n t a t i o n .  V a l u e s  o f  t h e  d e n o m i n a t o r  w e r e  
o b t a i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  g r o w t h  c u r v e  f o r  
e a c h  h o u r  o f  t h e  f e r m e n t a t i o n  a n d  w e r e  e x p r e s s e d  i n  u n i t s  
o f  m i n . m g  p r o t e i n . 1 ^ a f t e r  m a k i n g  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t







































-  18 in
O CJ o
Ü -H








•H Æ cn 
^ 0)cc bc
P- £  d 
g  +-> ca











J _________ I_________ I_________ L
20 40 60 80 100 120 140
Time (h)
- 1 0 3 -
25% o f  m y c e l i a l  b i o m a s s  e x i s t e d  a s  s o l u b l e  p r o t e i n  ( P i r t ,
1 9 7 5 ) .  T h e  s p e c i f i c  r a t e  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  ( q  )
-1 -1t h e r e f o r e  p o s s e s s e d  u n i t s  o f  n m o l e  m i n  mg p r o t e i n  a n d  
w a s  d e t e r m i n e d  h o u r l y  t h r o u g h o u t  t h e  f e r m e n t a t i o n .  T h e  
v a l u e s  o f  t h u s  o b t a i n e d  a r e  s h o w n  i n  F i g .  24 a n d  m ay  
b e  c o m p a r e d  d i r e c t l y  w i t h  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  CAD 
w h i c h  w a s  m e a s u r e d  b y  d i r e c t  a s s a y  i n  t h e  c o n t i n u o u s  
e n z y m e - l i n k e d  s y s t e m .
A s  m a y  b e  s e e n  i n  F i g .  2 4 ,  t h e  v a l u e s  o f  t h e  s p e c i f i c
a c t i v i t y  o f  CAD a n d  q  l i e  i n  t h e  s a m e  o r d e r  o f
P
m a g n i t u d e .  F o r  t h e  m o s t  p a r t  o f  t h e  f e r m e n t a t i o n  ( a f t e r  
54  h o u r s ) ,  t h e r e  w a s  m o r e  t h a n  s u f f i c i e n t  CAD a c t i v i t y  t o  
a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v e d  a m o u n t  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c e d .  
H o w e v e r ,  b e t w e e n  t h e  s t a r t  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  ( 3 0  
h o u r s )  a n d  5 4  h o u r s ,  t h e  q ^  v a l u e  w a s  l a r g e r  t h a n  t h e  
s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  CAD. A l t h o u g h  t h i s  d i s c o v e r y  m ay  
t e n d  t o  c a s t  d o u b t  o n  t h e  p r o p o s e d  e x c l u s i v e  r o l e  o f  CAD 
i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  i t a c o n a t e ,  i t  m u s t  b e  r e a l i s e d  t h a t  
CAD a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  a t  pH 7 ,  a n d  t h e  e n z y m e  h a d  b e e n  
s h o w n  t o  b e  t w i c e  a s  a c t i v e  a t  pH 6 .  F u r t h e r m o r e ,  i n  
s u b s e q u e n t  s t u d i e s  o n  t h e  e n z y m e  ( t o  b e  d e s c r i b e d ) ,  i t  
w a s  d i s c o v e r e d  t h a t  CAD w a s  a l s o  t w i c e  a s  a c t i v e  i n  20mM 
t r i e t h a n o l a m i n e  b u f f e r ,  pH 7 ,  a s  i n  t h e  20mM p h o s p h a t e  
b u f f e r  e m p l o y e d  i n  t h e s e  a s s a y s .  T h e s e  t w o  d i s c o v e r i e s  
i n d i c a t e  t h a t  t h e  e n z y m e  m ay  b e ,  i j i  v i v o , a t  l e a s t  
f o u r - t i m e s  m o r e  a c t i v e  t h a n  w a s  d e t e r m i n e d  i j i  v i t r o . I n  
t h i s  c a s e ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  CAD w o u l d  b e  m o r e
- 1 0 4 -
t h a n  s u f f i c i e n t  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  s p e c i f i c  r a t e  o f  
i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  t h r o u g h o u t  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  
f e r m e n t a t i o n .
I n  a d d i t i o n ,  i t  m ay  b e  p r u d e n t  a t  t h i s  p o i n t  t o  l i s t  t h e  
m a j o r  a s s u m p t i o n s  w h i c h  w e r e  m a d e  i n  o r d e r  t o  m a k e  a  
d i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  a n d  s p e c i f i c  e n z y m e  a c t i v i t y ;
( i )  t h e  V o f  t h e  e n z y m e  i n  v i v o  i s  g r e a t e r  t h a n ,  o rm ax  —  --------  ^
e q u a l  t o ,  t h e  V d e t e r m i n e d  i n  v i t r o ;m ax  —  ----------
( i i )  a l l  o f  t h e  e n z y m e  w a s  e x t r a c t e d  a n d  r e m a i n e d  i n  a n  
a c t i v e  f o r m  p r i o r  t o  a s s a y ;
( i i i )  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  o f  t h e  m y c e l i u m ,  a l l  e n z y m e  
a c t i v i t y  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s o l u b l e  p r o t e i n  
f r a c t i o n .
I f  s u c h  c o n d i t i o n s  w e r e  m e t ,  a n  a p p a r e n t  e x c e s s  o f  CAD 
a c t i v i t y  o v e r  t h e  i t a c o n a t e  w h i c h  w a s  f o r m e d  ( a s  w a s  
o b s e r v e d  i n  t h i s  c a s e  a f t e r  54 h o u r s )  m a y  b e  e a s i l y  
e x p l a i n e d  i n  t e r m s  o f  v i v o  r e g u l a t i o n  o f  a c t i v i t y .
F o r  e x a m p l e ,  i t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  CAD o p e r a t e s  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  s u b - s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
c i s - a c o n i t a t e , o r  t h a t  t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  i s  s u b j e c t  t o  
so m e  f o r m  o f  a l l o s t e r i c  r e g u l a t i o n .  C l e a r l y ,  f e w  
c l e a r - c u t  c o n c l u s i o n s  m ay  b e  d r a w n  f r o m  s u c h  a n  
i n v e s t i g a t i o n ;  h o w e v e r ,  p r o b a b l y  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  
o b s e r v a t i o n  i s  t h a t  CAD a c t i v i t y  i j i  v i t r o  a n d  t h e  r a t e  o f  
i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  i j i  v i v o  a r e  q u a n t i t a t i v e l y  
c o m p a r a b l e .
— 105 —
Ph o s p h a t e  P u l s e
S u b s e q u e n t  t o  t h e  d i s c o v e r y  t h a t  t h e  d e p l e t i o n  o f
p h o s p h a t e  f r o m  t h e  m e d i u m  m ig h t t r ig g e r  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n
v i a  a n  i n t r a c e l l u l a r  r i s e  i n  CAD a c t i v i t y ,  t h e  f o l l o w i n g
e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  i n  o r d e r  t o  d i s c o v e r  w h e t h e r  a
p u l s e  o f  p h o s p h a t e  a t  t h e  t i m e .  o f . d e p l e t i o n  c o u l d  p r e v e n t
( o r  p o s t p o n e )  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .  T h e  f e r m e n t e r  w a s
i n o c u l a t e d  i n  t h e  u s u a l  w a y  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f
p h o s p h a t e  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  c l o s e l y  m o n i t o r e d .
M y c e l i a l  g r o w t h ,  CAD a c t i v i t y ,  i t a c o n a t e  c o n c e n t r a t i o n
a n d  a m m o n i a  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  a l s o  f o l l o w e d .  A f t e r  33
h o u r s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h a t e  h a d  f a l l e n  t o
a p p r o x i m a t e l y  1% o f  i t s  i n i t i a l  v a l u e .  A t  t h i s  p o i n t  i n
p r e v i o u s  f e r m e n t a t i o n s ,  a  l a r g e  i n c r e a s e  i n  i n t r a c e l l u l a r
CAD a c t i v i t y  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  s t a r t  o f  a  s t e a d y
r i s e  i n  e x t r a c e l l u l a r  i t a c o n a t e  c o n c e n t r a t i o n .  I n  t h i s
e x p e r i m e n t ,  h o w e v e r ,  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 3 g  o f
p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  o r t h o p h o s p h a t e  w a s  a d d e d  t o  t h e
f e r m e n t e r  s o  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h a t e  i n  t h e
c u l t u r e  m e d i u m  w a s  r e t u r n e d  t o  i t s  i n i t i a l  v a l u e  o f  O . l g  
- 1
1 . T h e  p h o s p h a t e  w a s  a l l o w e d  t o  m i x  w i t h  t h e  c u l t u r e
f o r  a p p r o x i m a t e l y  I m i n  b e f o r e  a  s a m p l e  w a s  w i t h d r a w n .
I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h a t e  i n  t h i s
s a m p l e  w a s  f o u n d  t o  b e  0 . 0 5 g  1 . T h u s ,  w i t h i n  I m i n ,  t h e
m y c e l i u m  h a d  t a k e n  u p  0 . 1 5 g  o f  p h o s p h a t e .  I n  s p i t e  o f
t h e  a d d i t i o n  o f  t h i s  p h o s p h a t e ,  w h e n  t h e  n e x t  s a m p l e  w a s
CAP
t a k e n  t h e  i n t r a c e l l u l a r ^ a c t i v i t y  w a s  f o u n d  t o  b e  a s  h i g h
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a s  i n  p r e v i o u s  f e r m e n t a t i o n s ,  a n d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i t a c o n a t e  h a d  b e g u n .  M o r e o v e r ,  t h e r e  w a s  n o  d e t e c t a b l e  
p h o s p h a t e  r e m a i n i n g  i n  t h e  m e d i u m .
I t  t h e r e f o r e  a p p e a r e d  t h a t  t h e  i n t r a c e l l u l a r  m e c h a n i s m s  
f o r  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e  f o r m a t i o n  h a d  a l r e a d y  b e e n  
a c t i v a t e d  a t  33 h o u r s ,  a n d  t h a t  t h e . s u b s e q u e n t  a d d i t i o n  
o f  p h o s p h a t e  h a d  n o  e f f e c t  o n  CAD a c t i v i t y  a n d  i t a c o n a t e  
p r o d u c t i o n .  H o w e v e r ,  b e t w e e n  5 5  a n d  69 h o u r s ,  a  
d e v i a t i o n  f r o m  t h e  n o r m a l  c o u r s e  o f  e v e n t s  d i d  o c c u r .  I t  
a p p e a r s  t h a t  t h e  e x t r a  m y c e l i a l  g r o w t h ,  a f f o r d e d  b y  t h e  
s u p p l e m e n t a r y  p h o s p h a t e ,  c a u s e d  e x h a u s t i o n  o f  t h e  a m m o n i a  
n i t r o g e n  s o u r c e  i n  t h e  m e d i u m .  A l l  o f  t h e s e  c h a n g e s  a r e  
s h o w n  i n  F i g .  2 5 .  T h e  d e p l e t i o n  o f  a m m o n i a  f r o m  t h e  
m e d i u m  t h e n  c a u s e d  a  r a p i d  f a l l  i n  i n t r a c e l l u l a r  CAD 
a c t i v i t y ;  m o r e  t h a n  90% o f  t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  l o s t  
w i t h i n  t h e  f o l l o w i n g  14 h o u r s .  T h i s  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  a  
d e c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  w h i c h  f e l l  
t o  z e r o  w i t h i n  20 h o u r s .  T h e  p o s s i b l e  s i g n i f i c a n c e  o f  
t h e s e  o b s e r v a t i o n s  i s  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  i n  t h e  G e n e r a l  
D i s c u s s i o n  s e c t i o n .













































FIG, 25 .  The e f f e c t  o f  p h o s p h a t e  a d d i t i o n ,
a t  t h e  p o i n t  o f  p h o s p h a t e  e x h a u s t i o n  














I n  a d d i t i o n  t o  t h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e c e d i n g  
p a g e s  o f  t h e  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  s e c t i o n ,  a  f e w  
s u b s i d i a r y  p r o j e c t s ,  w h i c h  a r e  r e l e v a n t  t o  t h e  g e n e r a l  
s c h e m e ,  w e r e  b e g u n .  T h e s e  a r e  o u t l i n e d  i n  t h e  s e c t i o n s  
b e l o w .
T h e r m a l  S t a b i l i t y  o f  CAD
S a m p l e s  ( l O O p l )  o f  t h e  4 0 - 6 0 %  a m m o n i u m  s u l p h a t e  f r a c t i o n  
o f  CAD w e r e  a d d e d  t o  p r e - i n c u b a t e d  g l a s s  t e s t - t u b e s  i n  
w a t e r - b a t h s  o p e r a t i n g  i n  a  r a n g e  o f  t e m p e r a t u r e s  ( 2 5 ,  3 0 ,  
3 5 ,  4 0 ,  4 5 ,  50 a n d  5 5 ° C ) .  F o l l o w i n g  5 m i n  i n c u b a t i o n ,  t h e  
s a m p l e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a n  i c e - b a t h  a n d  c o o l e d  p r i o r  
t o  a s s a y .  T h e  CAD a c t i v i t y  i n  t h e s e  s a m p l e s  w a s  t h e n  
a s s a y e d  a n d  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h a t  a c t i v i t y  
f o u n d  i n  a n  u n t r e a t e d  s a m p l e .  T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  
i n  F i g .  26 a n d  s h o w  t h a t  t h e  g r e a t e s t  c h a n g e  i n  a c t i v i t y  
o c c u r r e d  b e t w e e n  t h e  t e m p e r a t u r e s  o f  45 a n d  5 0 ° C .
F u r t h e r  P u r i f i c a t i o n  o f  CAD
T h e  4 0 - 6 0 %  a m m o n i u m  s u l p h a t e  f r a c t i o n  o f  CAD w a s  
s u b j e c t e d  t o  i o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y .  P r e l i m i n a r y  
e x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h a t  t h e  e n z y m e  w o u l d  n o t  b i n d  t o  
c a r b o x y m e t h y l  c e l l u l o s e  i n  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 5 . 5 .  H o w e v e r ,  a n  a n i o n i c  e x c h a n g e  
r e s i n  s u c h  a s  D E A E - S e p h a c e l  i n  20mM t r i e t h a n o l a m i n e  
b u f f e r ,  p H 7 . 0 ,  d i d  b i n d  t h e  e n z y m e .  F u r t h e r m o r e ,  CAD w a s
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FIG. 26 .  Thermal s t a b i l i t y  p r o f i l e  o f  CAD, 
D e t a i l s  a r e  g i v e n  i n  t h e  t e x t .
-110-
s h o w n  t o  b e  100% m o r e  a c t i v e  i n  20mM t r i e t h a n o l a m i n e  
b u f f e r ,  pH 7 . 0 ,  t h a n  i n  20mM s o d i u m - p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  pH 7 . 0 .  A s o l u t i o n  o f  t h e  4 0 - 6 0 %  a m m o n i u m  
s u l p h a t e  f r a c t i o n  o f  CAD w a s  s u b j e c t e d  t o  i o n - e x c h a n g e  
c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  t h e  F a s t  P r o t e i n  L i q u i d  
C h r o m a t o g r a p h y  s y s t e m  a s  e x p l a i n e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  
M e t h o d s  s e c t i o n .  CAD w a s  e l u t e d  a t  a  c h l o r i d e  i o n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  15mM.  H o w e v e r ,  t h e  y i e l d  
o f  t h e  e n z y m e  f r o m  t h e  c o l u m n  ( 10%)  a n d  t h e  p u r i f i c a t i o n  
o b t a i n e d  ( l e s s  t h a n  2 - f o l d )  w e r e  d i s a p p o i n t i n g .  I t  i s  
l i k e l y  t h a t  CAD w a s  i n a c t i v a t e d  b y  i o n - e x c h a n g e  
c h r o m a t o g r a p h y  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .
I s o l a t i o n  o f  a  B a c t e r i u m  f r o m  S o i l  
T h e  v i g o r o u s  c e l l - d i s r u p t i o n  t e c h n i q u e s  w h i c h  a r e  
r e q u i r e d  t o  m a k e  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  f u n g a l  m y c e l i a  
o f t e n  p r e c l u d e  f u r t h e r  c e l l  a n d  o r g a n e l l e  f r a c t i o n a t i o n  
s t u d i e s .  T h u s ,  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  i n t a c t  m i t o c h o n d r i a  
f r o m  f i l a m e n t o u s  f u n g i  i s  d i f f i c u l t ,  a n d  w o r k e r s  
f r e q u e n t l y  h a v e  t o  b e  s a t i s f i e d  w i t h  v e r y  l o w  r e s p i r a t o r y  
c o n t r o l  r a t i o s  ( N o w a k o w s k a - W a s z c z u k , 1 9 7 3 ;  W i n s k i l l ,  
1 9 8 3 ) .  F o r  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  o f  CAD, a n d  w i t h  a  
v i e w  t o  f i n d i n g  o u t  t h e  c e l l u l a r  l o c a t i o n  o f  t h i s  e n z y m e ,  
a  m i l d e r  c e l l - d i s r u p t i o n  t e c h n i q u e  w a s  s o u g h t .
T h e r e  e x i s t s  a  w i d e - r a n g e  o f  n a t u r a l l y - o c c u r r i n g  
e x o e n z y m e s  w h o s e  f u n c t i o n  i t  i s  t o  d e g r a d e  c e l l - w a l l s  a n d
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d e s c r i b e d  i n  t h i s  s e c t i o n  w a s  a t t e m p t  t o  i s o l a t e  a  
n a t u r a l l y - o c c u r r i n g  m i c r o o r g a n i s m  w h i c h  s e c r e t e s  
h y d r o l a s e s  c a p a b l e  o f  d e g r a d i n g  t h e  c e l l  w a l l s  o f  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . I f  s u c c e s s f u l ,  a  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  
e x o e n z y m e s  w o u l d  b e  m a d e  a n d  e m p l o y e d  t o  p r o d u c e  
p r o t o p l a s t s  o f  t h e  m o u l d  o n  w h i c h  m o r e  r i g o r o u s  
i n t r a c e l l u l a r  s t u d i e s  c o u l d  t h e n  b e  p e r f o r m e d .
A c e l l - w a l l  p r e p a r a t i o n  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w a s  
p r e p a r e d  b y  h a r v e s t i n g  m y c e l i a  f r o m  a  5 - d a y  f e r m e n t e r  
c u l t u r e  a n d  m i x i n g  w i t h  IM NaOH a t  3 7 ° C  f o r  4 8 h .  T h i s  
h a d  t h e  e f f e c t  o f  d i s s o l v i n g  o r  p r e c i p i t a t i n g  t h e  
m a j o r i t y  o f  t h e  m y c e l i a l  c o n s t i t u e n t s ,  w h i l s t  l e a v i n g  t h e  
c e l l - w a l l  p o l y s a c c h a r i d e s  e s s e n t i a l l y  i n t a c t .  T h i s  
c e l l - w a l l  p r e p a r a t i o n  w a s  t h e n  n e u t r a l i z e d  w i t h  IM H C l , 
w a s h e d  s u c c e s s i v e l y  w i t h  w a t e r  ( 3  c h a n g e s ) ,  m e t h a n o l  
( o n c e )  a n d  w a t e r  a g a i n  ( 2  c h a n g e s ) ,  a n d  w a s  t h e n  e m p l o y e d  
a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  f o r  a  b a s a l - s a l t s  c u l t u r e  m e d i u m .
T h e  b a s a l  m e d i u m  c o n t a i n e d  t h e  s a m e  c o n s t i t u e n t s  a s  t h o s e  
e m p l o y e d  f o r  t h e  c u l t u r e  o f  P s e u d o m o n a s  w i t h  t h e  
e x c e p t i o n  t h a t  t h e  c e l l - w a l l  p r e p a r a t i o n  w a s  u s e d  i n s t e a d  
o f  t h e  d i s o d i u m  i t a c o n a t e .  T h e  m e d i u m  w a s  d i s t r i b u t e d  i n  
1 0 0 m l  a l i q u o t s  i n t o  2 5 0 m l  c o n i c a l  f l a s k s  a n d  a u t o c l a v e d .  
S o i l  ( l O g ) ,  t a k e n  f r o m  a  l o c a l  w o o d ,  w a s  u s e d  t o  
i n o c u l a t e  s u c h  a  f l a s k  w h i c h  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  o n  a  
r o t a r y  s h a k e r  a t  2 5 ° C .  A f t e r  48 h o u r s ,  m i c r o s c o p i c  
a n a l y s i s  o f  t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  f l a s k  r e v e a l e d  t h e  
p r e s e n c e  o f  o n l y  a  f e w  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  b a c t e r i a  a n d
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p r o t o z o a .  A s a m p l e  w a s  t a k e n  a n d  s e r i a l  d i l u t i o n  o f  t h i s  
w a s  p e r f o r m e d  o n t o  a g a r  p l a t e s  w h i c h  h a d  b e e n  p r e p a r e d  
f r o m  t h e  m y c e l i a l - w a l l  b a s a l  m e d i u m  ( c o n t a i n i n g  
a d d i t i o n a l l y  1 5 g  1 a g a r ) .  Of  t h e  s i n g l e  c o l o n i e s  o f  
m i c r o o r g a n i s m s  t h u s  o b t a i n e d ,  o n e  p a r t i c u l a r  t y p e  w a s
s h o w n  t o  b e  r e a d i l y  c a p a b l e  o f  g r o w t h  i n  t h e  ..............................
m y c e l i a l - w a l l  f l a s k  c u l t u r e s .  T h i s  s h o r t ,  r o d - s h a p e d  
b a c t e r i u m  w a s  a p p a r e n t l y  c a p a b l e  o f  s e c r e t i n g  t h e  f u l l  
c o m p l e m e n t  o f  e n z y m e s  r e q u i r e d  t o  h y d r o l y z e  c o m p l e t e l y  
t h e  m y c e l i a l  w a l l s ,  a n d  t h e  e f f e c t  w a s  c l e a r l y  v i s i b l e  
u n d e r  t h e  m i c r o s c o p e .  U n f o r t u n a t e l y ,  d u e  t o  l a c k  o f  t i m e  
a v a i l a b l e ,  t h e  p o t e n t i a l  o f  t h i s  o r g a n i s m  f o r  t h e  
p o s s i b l e  p r o d u c t i o n  o f  f u n g a l  p r o t o p l a s t s  h a s  y e t  t o  b e  
i n v e s t i g a t e d .
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GENERAL DISCUSSION
Th e  e x i s t e n c e  o f  a  w i d e  v a r i e t y  o f  c u l t u r e  r e c i p e s  f o r  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  b y  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  s e r v e s  
t o  e x e m p l i f y  t h e  c o m p l e x  a r r a y  o f  f a c t o r s  w h i c h  i n f l u e n c e  
s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e  p r o d u c t i o n .  W h a t  i s  o s t e n s i b l y  
r e g a r d e d  a s  a  r e f l e c t i o n  o f  t h e  t e m p e r a m e n t a l  n a t u r e  o f  
m e t a b o l i t e  o v e r p r o d u c t i o n  i s  m o r e  a c c u r a t e l y  e x p l a i n e d  b y  
o u r  i g n o r a n c e  o f  t h e  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  w h i c h  l e a d  t o  i t .  
T h u s ,  t h e  d i s c o v e r y  t h a t  c u l t u r e  m e d i a  w h i c h  h a d  
p r e v i o u s l y  b e e n  r e p o r t e d  t o  s u p p o r t  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  
i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  d i d  n o t  d o  s o  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  
e m p l o y e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y  w a s  i n t r i g u i n g  b u t  n o t  
s u r p r i s i n g .  A c e r t a i n  i d i o p h a s i c  r e s p o n s e  r e l i e s  o n  t h e  
s i m u l t a n e o u s  e f f e c t s  o f  t h e  c o r r e c t  n u t r i t i o n a l  
e n v i r o n m e n t  a n d  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  o r g a n i s m .  T h e
i n c r e a s i n g  a c c e p t a n c e  o f  t h i s  v i e w  i s  h i g h l i g h t e d  b y  t h e
g r o w i n g  n u m b e r  o f  p u b l i c a t i o n s  w h i c h  s e e k  t o  e x p l a i n  
" s e c o n d a r y  m e t a b o l i s m  a n d  m o r p h o g e n e s i s  ( c h a n g e s  i n  
c e l l u l a r  s t r u c t u r e )  a s  c o r r e l a t e d  e v e n t s  i n  t h e  o v e r a l l  
p r o c e s s  o f  c e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i o n "  ( B e n n e t  a n d  C i e g l e r ,  
1 9 8 2 ) .  As  w a s  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y ,  i n v e s t i g a t o r s  
f r e q u e n t l y  a t t e m p t  t o  r e p r o d u c e  t h e  g r o w t h  c o n d i t i o n s  f o r
a  f e r m e n t a t i o n  w h i l s t  d i s r e g a r d i n g ,  f o r  e x a m p l e ,  t h e
m e t h o d  o f  p r o d u c t i o n  o f  t h e  i n o c u l u m  a n d  h e n c e  t h e  
m o r p h o g e n i c  s t a t e  o f  t h e  o r g a n i s m .
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H o w e v e r ,  i t  i s  e q u a l l y  i m p o r t a n t  t o  e m p h a s i s e  t h a t  e v e n  
t h o u g h  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e  i s  g o v e r n e d  b y  a  v a r i e d  
s e r i e s  o f  r e g u l a t o r s ,  t h e  m e t a b o l i c  c h a n n e l  t h r o u g h  w h i c h  
t h a t  p a r t i c u l a r  r e s p o n s e  i s  p r o p a g a t e d  i s  u n l i k e l y  t o  
v a r y .  T h u s ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  b y  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s  m a y  b e  s t i m u l a t e d  b y  a  r a n g e  o f  c u l t u r e  
c o n d i t i o n s ,  b u t  t h e  m e t a b o l i c  r o u t e  b y  w h i c h  t h i s  
c o m p o u n d  i s  s y n t h e s i z e d  w i l l  p r o b a b l y  b e  t h e  s a m e  i n  e a c h  
c a s e .  J u s t  a s  t h e r e  s h o u l d  b e  n o  n e e d  t o  p r o p o s e  
d i f f e r e n t  p a t h w a y s  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f ,  f o r  e x a m p l e ,  t h e  
p r i m a r y  m e t a b o l i t e  l a c t i c  a c i d ,  s o  t h e  e n z y m i c  m o d e  o f  
s y n t h e s i s  o f  i t a c o n i c  a c i d  s h o u l d  b e  c o n s t a n t .
T h e  s i m p l e  r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  s t u d y  o f  t h e  e n z y m o l o g y  o f  
i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  i s ,  
t h e r e f o r e ,  a  m o d e l  f e r m e n t a t i o n  s y s t e m  w h i c h  s t i m u l a t e s  
t h i s  a n a b o l i c  p a t h w a y .  I t  i s  h o p e d  t h a t  i n v e s t i g a t i o n s  
a t  t h e  e n z y m o l o g i c a l  l e v e l  w i l l  e v e n t u a l l y  l e a d  t o  a n  
i m p r o v e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  a b o v e  " c e l l u l a r  
d i f f e r e n t i a t i o n "  m e c h a n i s m s ,  a n d  e l u c i d a t e  t h e  
c o n n e c t i o n s  b e t w e e n  m o r p h o g e n e s i s  a n d  s e c o n d a r y  
m e t a b o l i s m .  I n  t h i s  w a y ,  i n v e s t i g a t o r s  w i l l  b e  i n  a  
p o s i t i o n  t o  e x e r c i s e  m o r e  c o n t r o l  o v e r  t h e  p r o c e s s  u n d e r  
e x a m i n a t i o n  a n d  e v e n t u a l l y ,  f r o m  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g ,  
m a k e  t h e s e  p r o c e s s e s  m o r e  a m e n a b l e  t o  c o m m e r c i a l  
e x p l o i t a t i o n .
I n  t h e  m o d e l  s y s t e m  e m p l o y e d  f o r  t h e  s t u d i e s  r e p o r t e d
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h e r e ,  t h e  y i e l d  o f  i t a c o n a t e  f r o m  t h e  s u c r o s e  c a r b o n  
s o u r c e  ( t h e  p e r c e n t a g e  r a t i o  o f  t h e  w e i g h t  o f  a c i d  
p r o d u c e d  t o  t h e  w e i g h t  o f  c a r b o h y d r a t e  s u p p l i e d )  w a s  
b e t w e e n  25 a n d  30%.  A l t h o u g h  t h e  y i e l d s  q u o t e d  f o r  t h e  
i n d u s t r i a l  p r o d u c t i o n  p r o c e s s e s  a r e  f r e q u e n t l y  t w i c e  a s  
m u c h ,  t h i s  w a s  r e g a r d e d  a s  a  g o o d  s y s t e m  f o r  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t i o n s  i n  v i e w  o f  t h e  f a c t  t h a t  i t a c o n a t e  
a p p e a r e d  t o  b e  t h e  s o l e  s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e  ( s h o w n  b y  
p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  y i e l d s  q u o t e d  b y  
o t h e r  a u t h o r s  who  h a v e  p e r f o r m e d  s i m i l a r  s m a l l - s c a l e  
i n v e s t i g a t i o n s  a r e  a l s o  i n  t h e  r e g i o n  o f  2 5 - 3 0 %  
( N o w a k o w s k a - W a s z c z u k ,  1 9 7 3 ;  R y c h t e r a  a n d  W a s e ,  1 9 8 1 ;  
W i n s k i l l ,  1 9 8 3 ) .  An a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  t h i s  
f e r m e n t a t i o n  s y s t e m  w a s  t h e  c o n v e n i e n c e  o f  t h e  
p r e p a r a t i o n  o f  a  c o n t r o l  c u l t u r e  m e d i u m  w h i c h  d i d  n o t  
s u p p o r t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e ,  r e p l a c i n g  t h e  
a m m o n i u m  s u l p h a t e  n i t r o g e n  s o u r c e  w i t h  p o t a s s i u m  n i t r a t e .
T h e  f a c t  t h a t  w h e n  n i t r a t e  i s  t h e  n i t r o g e n  s o u r c e  l i t t l e  
o r  n o  i t a c o n a t e  s y n t h e s i s  o c c u r s  w a s  e s t a b l i s h e d  i n  o n e  
o f  t h e  e a r l i e s t  i n v e s t i g a t i o n s  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  
( M o y e r  a n d  C o g h i l l ,  1 9 4 5 ) .  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 )  
s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  w a s  p r o b a b l y  r e l a t e d  t o  t h e  u s e  o f  
n i t r a t e  b y  t h e  o r g a n i s m  a s  a  h y d r o g e n - a c c e p t o r . H o w e v e r ,  
t h i s  v i e w  w a s  b a s e d  o n  t h e  b e l i e f  t h a t  t h e  o r g a n i s m  
l a c k e d  a  f u n c t i o n i n g  c i t r i c  a c i d  c y c l e  a n d ,  t h e r e f o r e ,  
a l s o  t h e  t y p e  o f  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  c h a i n  u s u a l l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  m i t o c h o n d r i a l  r e s p i r a t i o n .  T h e
- 1 1 6 -
d i s c o v e r y ,  d e t a i l e d  i n  t h i s  r e p o r t ,  o f  e n z y m e s  o f  
t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  e f f e c t i v e l y  
r e m o v e s  a n y  r e a s o n  f o r  d o u b t i n g  t h e  e x i s t e n c e  o f  n o r m a l  
e u k a r y o t i c  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  a n d  o x i d a t i v e  
p h o s p h o r y l a t i o n  i n  t h i s  o r g a n i s m .
I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  s p e c u l a t e  t h a t  a m m o n i a - d e p e n d e n t  
i t a c o n a t e  e x c r e t i o n  i s  o f  t h e  t y p e  p r o p o s e d  f o r  o t h e r  
o r g a n i c  a c i d s  i n  P é n i c i l l i u m  c y c l o p i u m  b y  R o o s  a n d  
L u c k n e r  ( 1 9 8 4 ) .  T h e s e  a u t h o r s  o b s e r v e d  a  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  t h e  c o u p l i n g  o f  a n d  o r g a n i c  a c i d  e x c r e t i o n  
w i t h  u p t a k e .  I n  a d d i t i o n ,  c i t r i c  a c i d  p r o d u c t i o n  b y
A s p e r g i l l u s  n i g e r  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  
e l e v a t e d  i n t r a c e l l u l a r  l e v e l s  o f  i o n s  w h i c h  s e r v e  t o
p e r m i t  u n r e g u l a t e d  f l o w  o f  c a r b o n  t h r o u g h  g l y c o l y s i s  b y  
c o u n t e r a c t i n g  t h e  n a t u r a l  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  o f  
p h o s p h o f r u c t o k i n a s e  b y  c i t r a t e  ( K u b i c e k  a n d  R o h r ,  1 9 8 1 ) .  
N e i t h e r  o f  t h e s e  m e c h a n i s m s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  n i t r a t e  a s  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  n i t r o g e n ,  
h o w e v e r ,  n o r  i s  t h e r e  a n y  d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t h e i r  
o c c u r r e n c e  i n  a m m o n i a - g r o w n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s .
T h e  r e p o r t e d  i n a b i l i t y  o f  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 )  t o  
f i n d  a n y  e v i d e n c e  f o r  c i t r i c  a c i d  c y c l e  a c t i v i t y  i n  
m i t o c h o n d r i a  o f  As p e r g i l l u s  t e r r e u s  s i g n i f i c a n t l y  
a f f e c t e d  t h e  p r e v i o u s l y  a c c e p t e d  v i e w  o f  i t a c o n a t e  
s y n t h e s i s .  W h i l e  m a n y  i n v e s t i g a t o r s  s a w  t h e  r e s u l t  a s  
d i r e c t  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n  a l t e r n a t i v e
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b i o s y n t h e t i c  r o u t e ,  t h e  o p i n i o n  o f  t h e  p r o p o n e n t s  o f  t h e  
CAD r o u t e  w a s  s u m m a r i z e d  b y  M i a l l  ( 1 9  7 8 ) :
" . . . t h e r e  s e e m s  n o  r e a s o n  t o  p o s t u l a t e  a n  e n t i r e l y  n o v e l  
b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  i n  p l a c e  o f  t h e  o n e  s h o w n  t o  o p e r a t e  
i n  . . . A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  ( b y  B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n ,
1 9 5 7 ) .  S u r p r i s i n g l y ,  w h a t  n o b o d y  h a s  d o n e  i s  t o  a t t e m p t  
d i r e c t l y  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t h e  
c o n d e n s i n g  e n z y m e  ( c i t r a t e  s y n t h a s e )  i n  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s  m y c e l i u m  m a k i n g  i t a c o n i c  a c i d  f r o m  
c a r b o h y d r a t e . . .  U n l e s s  t h i s  i s  d o n e  a n d  t h e  e n z y m e  s h o w n  
t o  b e  d e f i n i t e l y  a b s e n t ,  t h e r e  s e e m s  l i t t l e  r e a s o n  n o t  t o  
a c c e p t  t h e  c o n c l u s i o n s  o f  B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n  ( 1 9 5 7 ) . "
T h e  d e m o n s t r a t i o n ,  i n  t h i s  l a b o r a t o r y ,  t h a t  c i t r a t e  
s y n t h a s e  w a s ,  i n  f a c t ,  p r e s e n t  i n  b o t h  
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  a n d  n o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w a s  t h e r e f o r e  o f  c o n s i d e r a b l e  
s i g n i f i c a n c e .  j .
M o r e o v e r ,  t h e  s i m u l t a n e o u s  
p u b l i c a t i o n  b y  W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 ) ,  i n  w h i c h  t h e  d e t e c t i o n  o f  
c i t r a t e  s y n t h a s e  a n d  N A D P - d e p e n d e n t  d e h y d r o g e n a s e  i n  
A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  M490 w a s  r e p o r t e d ,  w a s  a l s o  i n  
a c c o r d a n c e  w i t h  t h i s  p r o p o s a l .  W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 )  a l s o  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f a i l u r e  o f  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 )  
t o  d e t e c t  c i t r i c  a c i d  c y c l e  a c t i v i t y  w a s  b e c a u s e  o f  t h e  
d i f f i c u l t y  o f  i s o l a t i n g  i n t a c t  m i t o c h o n d r i a  f r o m
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f i l a m e n t o u s  f u n g i .  I n d e e d ,  t h e  m e t h o d  e m p l o y e d  b y  
W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 )  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  m i t o c h o n d r i a  
( g r i n d i n g  w i t h  a c i d - w a s h e d  s a n d )  r e s u l t e d  i n  l o w  
r e s p i r a t o r y  c o n t r o l  r a t i o s  a n d  t h e r e f o r e  i s  n o t  a  v e r y  
s a t i s f a c t o r y  t e c h n i q u e .  T h e  u s e  o f  h y d r o l a s e s  t o  d e g r a d e  
t h e  f u n g a l  c e l l  w a l l s  a n d  p r o d u c e  p r o t o p l a s t s  s h o u l d  
p r o v e  t o  b e  a  m o r e  e f f i c i e n t  m e t h o d .
T h e  r a d i o l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  b y  W i n s k i l l  
( 1 9 8 3 ) ,  i n  w h i c h  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  ^ ^ C - a c e t a t e  i n t o  
i t a c o n a t e  w a s  i n v e s t i g a t e d ,  a l s o  s u p p o r t e d  t h e  v i e w  t h a t  
c i t r a t e  s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e  a n d  CAD c a t a l y s e d  s u c c e s s i v e  
s t e p s  t o  i t a c o n a t e .  T h e  r e s u l t s  o f  p r e v i o u s  
r a d i o l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  ( C o r z o  a n d  T a t u m ,  1 9 5 3 ;  
B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n ,  1 9 5 7 ) ,  w h i l s t  s u p p o r t i n g  t h i s  
p r o p o s a l ,  c o u l d  a l s o  h a v e  b e e n  i n t e r p r e t e d  a s  i n d i c a t i n g  
i t a c o n a t e  s y n t h e s i s  v i a  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  t h r e e  
m o l e c u l e s  o f  a c e t a t e  t o  f o r m  1 , 2 , 3 ,  t r i c a r b o x y p r o p a n e  
( S h i m i  a n d  N o u r  E l  D e i n ,  1 9 6 2 ;  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k ,  
1 9 7 3 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 )  w e r e  l e s s  
e q u i v o c a l .
W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 )  h a d ,  t h e r e f o r e ,  g o n e  a  l o n g  w a y  t o  
a b r o g a t i n g  t h e  r e s u l t s  o f  N o w a k o w s k a - W a s z c z u k  ( 1 9 7 3 )  a n d  
h a d  f u r t h e r e d  t h e  w o r k  o f  B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n  ( 1 9 5 7 )  i n  
p r o v i d i n g  m o r e  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  CAD. 
H o w e v e r ,  t h e r e  w e r e  e l e m e n t s  o f  t h e  f i n d i n g s  o f  W i n s k i l l  
( 1 9 8 3 )  w h i c h  w e r e  i n  d i s a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s
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p r o d u c e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .  F o r  e x a m p l e ,  a l t h o u g h  t h e  
v a l u e s  o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  N A D P - d e p e n d e n t  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a r e  i n  t h e  s a m e  o r d e r  o f  
m a g n i t u d e ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  c i t r a t e  s y n t h a s e  
d e t e c t e d  b y  W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 )  i s  a p p r o x i m a t e l y  t e n - f o l d  
g r e a t e r  t h a n  t h a t  d e t e c t e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .  I n  
a d d i t i o n ,  a s  w a s  d i s c u s s e d  e a r l i e r ,  t h e  d e c r e a s e  i n  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  r e p o r t e d  b y  W i n s k i l l  
( 1 9 8 3 )  w a s  n o t  o b s e r v e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .  S u c h  
d i s c r e p a n c i e s  m a y  p o s s i b l y  b e  a t t r i b u t e d  t o  s t r a i n  
d i f f e r e n c e s ;  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  M490 w a s  u s e d  i n  t h e  
s t u d i e s  o f  W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 ) .  F i n a l l y ,  e m p h a s i s i n g  t h e  
s i m i l a r i t y  o f  t h e  t w o  s e t s  o f  f i n d i n g s ,  t h e  c r i t e r i o n  
p r o p o s e d  b y  M i a l l  ( 1 9 7 8 )  f o r  c o n f i r m a t i o n  o f  i t a c o n a t e  
s y n t h e s i s  v i a  c i t r a t e  a n d  c i s - a c o n i t a t e  a p p e a r s  t o  h a v e  
b e e n  s a t i s f i e d .
F o l l o w i n g  t h e  p u b l i c a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  o f  W i n s k i l l  
( 1 9 8 3 ) ,  a n d  t h e  c o n c o m i t a n t  d i s c o v e r y  o f  v a r i o u s  c i t r i c  
a c i d  c y c l e - e n z y m e s ,  d e t a i l e d  i n  t h i s  r e p o r t ,  i t  w a s  
c o n s i d e r e d  d e s i r a b l e  t o  i n v e s t i g a t e  m o r e  c l o s e l y  t h e  
e n z y m i c  f o r m a t i o n  o f  i t a c o n a t e  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s .
T h e  e n z y m e - l i n k e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y  f o r  i t a c o n a t e ,  
d e v e l o p e d  a c c o r d i n g l y ,  h a s  p r o v e d  t o  b e  e f f e c t i v e  i n  
m o n i t o r i n g  i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  d u r i n g  b o t h  t h e  
f e r m e n t a t i o n  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  a n d  t h e  e n z y m i c  
d e c a r b o x y l a t i o n  o f  c i s - a c o n i  t a t e . P r e v i o u s l y ,  t h e  m o s t  
f r e q u e n t l y  e m p l o y e d  p r o c e d u r e  f o r  t h e  q u a n t i t a t i v e
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d e t e r m i n a t i o n  o f  i t a c o n a t e  w a s  t h a t  d e v i s e d  b y  F r i e d k i n  
( 1 9 4 5 ) .  T h e  l a t t e r  m e t h o d  u s e s  a  ' B r o m i n e  R e a g e n t '  
s o l u t i o n  w h i c h  i s  b u f f e r e d  a t  pH 1 . 2  i n  o r d e r  t o  e n s u r e  
t h e  s e l e c t i v e  a b s o r p t i o n  o f  b r o m i n e  b y  t h e  i t a c o n a t e  i n  
t h e  s a m p l e .  F o l l o w i n g  t h e  r e a c t i o n  o f  b r o m i n e  w i t h  
i t a c o n a t e  i n  a  s e a l e d  i o d i n e  f l a s k ,  a  s o l u t i o n  o f  
p o t a s s i u m  i o d i d e  i s  a d d e d .  T h e  e x c e s s  u n r e a c t e d  b r o m i n e  
d i s p l a c e s  t h e  i o d i d e  a n d  t h u s  f o r m s  f r e e  i o d i n e  w h i c h  i s  
t h e n  q u a n t i t a t e d  b y  t i t r a t i o n  a g a i n s t  s o d i u m  t h i o s u l p h a t e  
w i t h  s t a r c h  a s  t h e  i n d i c a t o r .  T h e  a s s a y  i s  e f f e c t i v e  
w i t h  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  b e t w e e n  0 . 1  a n d  I m m o l e  o f  
i t a c o n a t e .  L a r s e n  ( 1 9 5 7 )  d e v i s e d  a  s e m i - m i c r o  
m o d i f i c a t i o n  o f  t h i s  m e t h o d  w h i c h  m a y  b e  u s e d  t o  a s s a y  
i t a c o n a t e  d o w n  t o  t h e  l o w e r  l i m i t  o f  5 p m o l e s .  H o w e v e r ,  i n  
s p i t e  o f  i t s  w i d e s p r e a d  u s a g e  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n s  o f  
i t a c o n a t e  p r e s e n t  i n  c u l t u r e  m e d i a  o f  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s , t h i s  a s s a y  i s  c l e a r l y  n o t  a m e n a b l e  t o  t h e  
i n v e s t i g a t i o n  o f  i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  a t  a n  e n z y m o l o g i c a l  
l e v e l .  T h e  t i m e - c o n s u m i n g  n a t u r e  a n d  r e l a t i v e  
i n s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  s e v e r e l y  r e s t r i c t  a n y  
a l t e r n a t i v e  a p p l i c a t i o n s .  A f u r t h e r  m o d i f i c a t i o n  o f  
t h i s  a s s a y  i n v o l v i n g  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t i o n  o f  
b r o m i n e  d e c o l o u r i z a t i o n  ( d e t a i l e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  
M e t h o d s )  h a s  b e e n  d e v i s e d  b y  A d l e r  ( 1 9 5 7 ) .  T h i s  a s s a y  i s  
e f f e c t i v e  o v e r  t h e  r a n g e  o f  0 . 1  t o  I p m o l e  o f  i t a c o n a t e  a n d  
i s  f a r  s i m p l e r  t o  p e r f o r m  t h a n  t h e  i o d o m e t r i c  t i t r a t i o n ,  
b u t  i s  r e l a t i v e l y  i n a c c u r a t e  b e c a u s e  o f  t h e  s e n s i t i v i t y  
o f  t h e  ' B r o m i n e  R e a g e n t '  t o  l i g h t .  No d e t a i l s  h a v e  b e e n
- 1 2 1 -
p u b l i s h e d  o n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  o t h e r  m e t h o d s  o f  
i t a c o n a t e  d e t e c t i o n ,  w h i c h  a r e  g a s - l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
( T a b u c h i  e t  a l . , 1 9 7 5 )  a n d  i s o t a c h o p h o r e s i s  ( H o r i t z u  e t  
a l . , 1 9 8 3 ) .
R e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  r e p o r t  h a v e  s h o w n  t h e  
e n z y m e - l i n k e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d  o f  i t a c o n a t e  
d e t e r m i n a t i o n  t o  b e  e f f e c t i v e  o v e r  t h e  r a n g e  1 t o  
l O O n m o l e s  o f  i t a c o n a t e .  F r o m  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  ( F i g .
2 ) ,  a  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  o f  0 . 1 5  u n i t s  w a s  p r o d u c e d  b y  
1 3 n m o l e s  o f  i t a c o n a t e .  A s t a n d a r d  c u r v e  f o r  t h e  a s s a y  o f  
i t a c o n a t e  u s i n g  t h e  b r o m i n a t i o n  m e t h o d  a d a p t e d  f o r  
s p e c t r o p h o t o m e t r y  w a s  a l s o  c o n s t r u c t e d  a n d  t h e  s a m e  
c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  w a s  p r o d u c e d  b y  5 0 0 n m o l e s  o f  
i t a c o n a t e .  T h e  e n z y m e - l i n k e d  a s s a y  w a s ,  t h e r e f o r e ,  40  
t i m e s  m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  
b r o m i n a t i o n  m e t h o d .  T h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  a s s a y  i s  
a t t a i n e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  t h e  t h r e e  e n z y m e s  i n v o l v e d ,  a n d  
p r e c i s i o n  i s  c o n f e r r e d  b y  t h e  l a r g e  a b s o r p t i o n  
c o e f f i c i e n t  o f  p y r u v a t e  p h e n y l h y d r a z o n e . I t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  i n t e r f e r e n c e  m a y  a r i s e  i f  t h e  t e s t  s o l u t i o n s  c o n t a i n  
c o m p o u n d s  p o s s e s s i n g  c a r b o n y l  g r o u p s  c a p a b l e  o f  r e a c t i n g  
w i t h  p h e n y l h y d r a z i n e . U n d e r  s u c h  c i r c u m s t a n c e s  t h e  a s s a y  
m a y  b e  m o d i f i e d  t o  f o l l o w  p y r u v a t e  f o r m a t i o n  m o r e  
s p e c i f i c a l l y  b y  u s i n g  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  NADH. 
H o w e v e r ,  n o  s u c h  d i f f i c u l t y  w a s  e n c o u n t e r e d  w h e n  t h e  
a s s a y  w a s  u s e d  t o  f o l l o w  t h e  f e r m e n t a t i v e  p r o d u c t i o n  o f  
i t a c o n a t e .  T h i s  a s s a y  f o r  i t a c o n a t e  i s ,  t h e r e f o r e ,  m o r e
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s e n s i t i v e  a n d  a c c u r a t e  t h a n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  m e t h o d s .  
I t  i s  r a p i d  a n d  c o n v e n i e n t  t o  p e r f o r m ;  i t  r e q u i r e s  n o  
s p e c i a l i z e d  e q u i p m e n t ;  a p p a r e n t l y ,  a n y  s p e c i e s  o f  
P s e u d o m o n a s  w h i c h  i s  c a p a b l e  o f  g r o w t h  o n  i t a c o n a t e  m a y  
b e  e m p l o y e d ;  f i n a l l y ,  i t s  m o s t  a d v a n t a g e o u s  f e a t u r e  l i e s  
i n  t h e  f a c t  t h a t  i t  i s  p e r f o r m e d  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  
c o n d i t i o n s  a n d  m a y  t h e r e f o r e  b e  u s e d  t o  f o l l o w  t h e  
e n z y m i c  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  c o n t i n u o u s l y .
T h e  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  e n z y m e - l i n k e d  a s s a y ,  i n  w h i c h  a n  
i s o c i t r a t e  l y a s e - d e f i c i e n t  m u t a n t  o f  P s e u d o m o n a s  
a e r u g i n o s a  w a s  e m p l o y e d ,  l e d  s u b s e q u e n t l y  t o  c o n f i r m a t i o n  
o f  t h e  p r e s e n c e  o f  CAD i n  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  o f  
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . No CAD a c t i v i t y  
w a s  d e t e c t e d  i n  m y c e l i a  p r i o r  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i t a c o n a t e ,  n o r  i n  m y c e l i a  w h i c h  w e r e  c u l t u r e d  u n d e r  
c o n d i t i o n s  w h i c h  d i d  n o t  s u p p o r t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i t a c o n a t e .  When s e e n  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  r e s u l t s  o f  
W i n s k i l l  ( 1 9 8 3 )  a n d  o f  t h o s e  p r o d u c e d  e a r l i e r  i n  t h i s  
l a b o r a t o r y ,  a l l  o f  w h i c h  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  a b o v e ,  t h e  
e v i d e n c e  a g a i n s t  t h e  e x i s t e n c e  o f  CAD h a s  b e e n  l a r g e l y  
c o u n t e r e d .  M o r e o v e r ,  t h i s  ne w m e t h o d  b y  w h i c h  t h e  
d e c a r b o x y l a s e  h a s  b e e n  d e t e c t e d  a n d  a s s a y e d  h a s  t h e  
a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  b e i n g  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  t h e  
p r e v i o u s l y  e m p l o y e d  m a n o m e t r i c  p r o c e d u r e .  B e n t l e y  a n d  
T h i e s s e n  ( 1 9 5 7 )  m e a s u r e d  CO^ e v o l u t i o n  a s  a  f u n c t i o n  o f  
e n z y m e  a c t i v i t y ,  w h e r e a s  t h e  a s s a y  d e s c r i b e d  h e r e  
m e a s u r e s  i t a c o n a t e  f o r m a t i o n  d i r e c t l y .  I n  a d d i t i o n ,  t h e
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e n z y m e - l i n k e d  a s s a y  h a s  p r o v e d  t o  b e  m o r e  s e n s i t i v e  i n  
t h e  d e t e c t i o n  o f  CAD a c t i v i t y  a n d  m o r e  f l e x i b l e  i n  
s c r u t i n i z i n g  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  e n z y m e .
Of f u r t h e r  s i g n i f i c a n c e  t o  t h i s  w o r k  i s  t h e  f a c t  t h a t  t h e  
m a n o m e t r i c  d e t e c t i o n  o f  CAD a c t i v i t y  h a s  a l s o  b e e n  
p e r f o r m e d  i n d e p e n d e n t l y  b y  a n o t h e r  g r o u p  o f  
i n v e s t i g a t o r s .  I n  w o r k  w h i c h  a p p e a r s  t o  h a v e  g o n e  
u n n o t i c e d  b y  o t h e r  a u t h o r s .  P a l  a n d  K r i s h n a n  ( 1 9 5 9 ,  1 9 6 1  
a n d  1 9 6 4 )  c o n f i r m e d  t h e  r e s u l t s  o f  B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n  
( 1 9 5 7 ) ,  a n d  u s e d  t h e  m a n o m e t r i c  a s s a y  f o r  CAD t o  p e r f o r m  
f u r t h e r  s t u d i e s  o n  t h e  e n z y m e .  I n  common  w i t h  t h e  
r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h i s  l a b o r a t o r y .  P a l  a n d  K r i s h n a n  
( 1 9 6 1 )  o b s e r v e d  t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  CAD b e t w e e n  40% a n d  
60% a m m o n i u m  s u l p h a t e  s a t u r a t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e s e  
a u t h o r s  d e t e r m i n e d  t h e  pH o p t i m u m  o f  t h e  e n z y m e  t o  b e  
5 . 8 ;  t h e  v a l u e s  o f  5 . 6  o b t a i n e d  b y  B e n t l e y  a n d  T h i e s s e n  
( 1 9 5 7 )  a n d  5 . 5  ( t h i s  r e p o r t )  a r e  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h  
t h i s .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  
t h e  v a l u e  o b t a i n e d  f o r  t h e  Km o f  CAD f o r  c i s - a c o n i t a t e  o f  
0 . 1 5 m M ,  r e p o r t e d  h e r e ,  a n d  t h a t  d e t e r m i n e d  b y  P a l  a n d  
K r i s h n a n  ( 1 9 6 1 )  o f  5mM, b u t  t h e  n a r r o w  r a n g e  o f  s u b s t r a t e  
c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  b y  t h e  l a t t e r  a u t h o r s  ( l - 8 m M )  
p r o b a b l y  l e d  t o  a  l a r g e  e r r o r .  C l e a r l y ,  w h e n  p r e s e n t e d  
w i t h  a l l  t h e  e v i d e n c e  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  CAD, i t  w o u l d  
b e  u n n e c e s s a r y  t o  p r o p o s e  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n  a l t e r n a t i v e  
p a t h w a y  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  i t a c o n a t e  i n  A s p e r g i l l u s  
t e r r e u s .
T h e  d i s c o v e r y  o f  t h e  Km o f  (ZAD f o r  c i s - a c o n i  t a t e  t o  b e
O. l SmM i s  i n t e r e s t i n g .  G l u s k e r  ( 1 9 7 1 )  h a s  r e p o r t e d  t h e
Km o f  a c o n i t a s e s  ( f r o m  a w i d e  v a r i e t y  o f  s o u r c e s )  f o r
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c i s - a c o n i  t a t e  t o  b e  i n  t h e  r e g i o n  o f  0 . 1 - l m M ,  w h e r e a s  t h e
Km v a l u e s  f o r  c i t r a t e  a n d  i s o c i t r a t e  a r e  f r e q u e n t l y  10
t i m e s  h i g h e r .  I f  t h e  Km o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  a c o n i t a s e
f o r  c i s - a c o n i t a t e  w e r e  f o u n d  t o  l i e  i n  t h e  s a m e  r e g i o n  a s
t h a t  o f  o t h e r  a c o n i t a s e s ,  a  s i t u a t i o n  c o u l d  b e  e n v i s a g e d
i n  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  w h e r e  CAD
c o m p e t e s  s u c c e s s f u l l y  w i t h  a c o n i t a s e  f o r  t h e
i n t r a c e l l u l a r  c i s - a c o n i t a t e . T h u s ,  t h e  a p p e a r a n c e  o f  CAD
i n  t h e  c e l l  m a y  i t s e l f  b e  s u f f i c i e n t  t o  r e g u l a t e  t h e
p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e ,  i n  w h i c h  c a s e  o t h e r  m e c h a n i s m s
s u c h  a s  a  r e d u c t i o n  i n  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y
n e e d  n o t  o c c u r .  H o w e v e r ,  s u c h  a  p r o p o s a l  i s  p u r e l y
s p e c u l a t i v e  a n d  o t h e r  f a c t o r s ,  s u c h  a s  t h e  r e l a t i v e
s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  a n d  V v a l u e s  o f  CAD a n d  a c o n i t a s e ,m a x
w o u l d  a l s o  n e e d  t o  b e  t a k e n  i n t o  c o n s i d e r a t i o n .
W i t h  t h e  u s e  o f  t h e  3 - l i t r e  f e r m e n t e r ,  t h e  d e t a i l s  o f  t h e  
i t a c o n a t e  f e r m e n t a t i o n  w e r e  s c r u t i n i s e d  m o r e  c l o s e l y .
T h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  m o r e  t h a n  s u f f i c i e n t  
CAD a c t i v i t y  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  a m o u n t  o f  i t a c o n a t e  
p r o d u c e d  p e r  u n i t  t i m e  w a s  a  f u r t h e r  i n d i c a t i o n  t h a t  
i t a c o n a t e  i s  s y n t h e s i z e d  v i a  the,
d e c a r b o x y l a t i o n  o f  c i s - a c o n i t a t e . F u r t h e r m o r e ,  t h e  
a b s e n c e  o f  a n y  a p p a r e n t  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  t h e  
a c t i v i t i e s  o f  c i t r a t e  s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e  a n d  
N A D P - d e p e n d e n t  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  i n d i c a t e d  t h e  
p o s s i b l e  r e g u l a t o r y  i m p o r t a n c e  o f  t h e  a p p e a r a n c e  o f  CAD 
a t  t h e  o n s e t  o f  a c i d o g e n e s i s . M o r e o v e r ,  t h e
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d e m o n s t r a t i o n  t h a t  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  c o i n c i d e d  
p r e c i s e l y  w i t h  t h e  a p p e a r a n c e  o f  i n t r a c e l l u l a r  CAD 
a c t i v i t y  e m p h a s i s e s  t h e  c e n t r a l  r o l e  p l a y e d  b y  t h i s  
e n z y m e  i n  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  s i m p l i s t i c  
n a t u r e  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  a n d  c o n s e q u e n t  c o n c l u s i o n s  
t e n d s  t o  c o n c e a l  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  
c h a n g e s  w h i c h  o c c u r  i n  t h e  o r g a n i s m  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  
i d i o p h a s e .
T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  d u a l  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  
m o r p h o g e n i c  s t a t e  o f  t h e  o r g a n i s m  a n d  i t s  n u t r i t i o n a l  
e n v i r o n m e n t  t o  s e c o n d a r y  m e t a b o l i s m  w a s  d i s c u s s e d  b r i e f l y  
a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h i s  s e c t i o n .  As  o n e  a s p e c t  o f  t h e  
l a t t e r  o f  t h e s e  c o n s i d e r a t i o n s ,  t h e  l e v e l s  o f  
c a r b o h y d r a t e ,  a m m o n i a  a n d  p h o s p h a t e  w e r e  m o n i t o r e d  
t h r o u g h o u t  t h e  f e r m e n t a t i o n .  T h e  d e p l e t i o n  o f  p h o s p h a t e  
f r o m  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  s h o w n  t o  c o i n c i d e  p r e c i s e l y  
w i t h  t h e  o n s e t  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  a n d ,  t h e r e f o r e ,  
w i t h  t h e  r i s e  i n  CAD a c t i v i t y .  C a r b o h y d r a t e  a n d  a m m o n i a  
w e r e  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  e x c e s s  d u r i n g  t h e  w h o l e  
c o u r s e  o f  t h e  f e r m e n t a t i o n .  H o w e v e r ,  t h i s  o b s e r v a t i o n  i s  
n o t  n e w .  T h e  f a c t  t h a t  p h o s p h a t e  d e p l e t i o n  f r o m  t h e  
m e d i u m  c o i n c i d e d  w i t h  t h e  o n s e t  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n  
w a s  f i r s t  r e p o r t e d  b y  R y c h t e r a  a n d  W a s e  ( 1 9 8 1 )  a n d ,  f r o m  
a  s u r v e y  o f  m a n y  o f  t h e  m e d i a  w h i c h  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  
f o r  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n ,  i t  a p p e a r s  t h a t  p h o s p h a t e  w a s  
t h e  g r o w t h - l i m i t i n g  n u t r i e n t  i n  e a c h  c a s e .  T h e  e f f e c t  o f  
a  n i t r o g e n - l i m i t e d  c u l t u r e  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e
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h a s  y e t  t o  b e  r e p o r t e d ,  b u t  f r o m  t h e  p h o s p h a t e - p u l s e  
e x p e r i m e n t ,  i n  w h i c h  n i t r o g e n  e v e n t u a l l y  b e c a m e  a  
l i m i t i n g  n u t r i e n t ,  t h e  p r e l i m i n a r y  i n d i c a t i o n s  a r e  t h a t  
s u c h  a  c o n d i t i o n  i s  u n f a v o u r a b l e  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
i t a c o n a t e .
T h e  C o n c l u s i o n s  t h a t  c a n  b e  d r a w n  f r o m  t h e  p h o s p h a t e -  
p u l s e  e x p e r i m e n t  ( F i g .  2 5 )  a r e  l i m i t e d .  T h e  s p e e d  w i t h  
w h i c h  t h e  a d d e d  p h o s p h a t e  w a s  a b s o r b e d  b y  t h e  m y c e l i u m  
p r e c l u d e d  a n  u n e q u i v o c a l  a n s w e r  t o  w h e t h e r  t h e  e f f e c t s  o f  
p h o s p h a t e  d e p l e t i o n  w e r e  i n  t h i s  w a y  r e v e r s i b l e .  T h a t  
t h e  o r g a n i s m  t a k e s  u p  e x t r a c e l l u l a r  p h o s p h a t e  v e r y  
r a p i d l y  h a d  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  i n  p r e v i o u s  f e r m e n t a t i o n s .  
P h o s p h a t e  p r e s e n t  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  c o m p l e t e l y  
a b s o r b e d  i n  t h e  e a r l y  s t a g e  o f  t h e  f e r m e n t a t i o n  a n d  
b e f o r e  t h e  a m o u n t  o f  b i o m a s s  h a d  r e a c h e d  h a l f  o f  i t s  
f i n a l  l e v e l  ( s e e ,  e . g . .  F i g .  2 4 ) .  P r e s u m a b l y ,  w h e n  t h e r e  
w a s  i n s u f f i c i e n t  i n t r a c e l l u l a r  p h o s p h a t e  t o  f u l f i l l  a l l  
o f  t h e  m e t a b o l i c  r e q u i r e m e n t s  f o r  e x p o n e n t i a l  g r o w t h ,  
c e n t r a l  m e t a b o l i s m  b e c a m e  a f f e c t e d  i n  s u c h  a  w a y  t h a t  t h e  
c u l t u r e  p r o g r e s s e d  f r o m  t r o p o p h a s e  t o  i d i o p h a s e .
I t  a p p e a r e d  i n  t h e  p h o s p h a t e - p u l s e  e x p e r i m e n t  t h a t  t h e  
s u p p l e m e n t a r y  p h o s p h a t e  w a s  a d d e d  b e f o r e  t h e  s t a r t  o f  t h e  
i d i o p h a s e .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h e  o r g a n i s m  w a s  a b l e ,  
u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t o  p r o d u c e  m o r e  b i o m a s s ,  t h e  
i n t r a c e l l u l a r  m e c h a n i s m  t r i g g e r i n g  CAD a c t i v i t y  h a d  
a l r e a d y  b e e n  a c t i v a t e d .  T h i s  t e n d s  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e
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e f f e c t s  o f  p h o s p h a t e  d e p l e t i o n  c o u l d  n o t  b e  r e v e r s e d  b y  
a d d i t i o n  o f  m o r e  p h o s p h a t e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  a l t h o u g h  
t h e  d e t e c t e d  a c t i v i t y  o f  CAD a p p e a r e d  t o  b e  u n a f f e c t e d  b y  
t h e  p h o s p h a t e  p u l s e ,  t h e r e  w a s  a l s o  a n  i n d i c a t i o n  t h a t  
t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e  w a s  l o w e r  
t h a n  i n  p r e v i o u s  p u l s e - f r e e  f e r m e n t a t i o n s  ( a s  i n d i c a t e d  
i n  F i g ,  2 5 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  m a y  b e  r e l a t e d  t o  t h e  
l o w e r  a c t i v i t y  o f  CAD o b t a i n e d  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  
c o m p a r e d  t o  t h a t  o b t a i n e d  i n  t r i e t h a n o l a m i n e  b u f f e r .  I f ,  
f r o m  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s ,  CAD w a s  s h o w n  c o n c l u s i v e l y  t o  
b e  i n h i b i t e d  b y  p h o s p h a t e ,  a n  i j i  v i v o  r e g u l a t i o n  o f  CAD 
b y  i n t r a c e l l u l a r  p h o s p h a t e  c o u l d  b e  e n v i s a g e d .
C l e a r l y ,  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  
p h o s p h a t e ,  a t  b o t h  a  p h y s i o l o g i c a l  a n d  a n  e n z y m o l o g i c a l  
l e v e l ,  h a v e  t o  b e  p e r f o r m e d .  I f  t h e  f e r m e n t a t i o n  w a s  
f o u n d  t o  b e  a m e n a b l e  t o  c h e m o s t a t  s t u d i e s ,  t h e n  t h e s e  
i n v e s t i g a t i o n s  a r e  l i k e l y  t o  b e  m o r e  c o n c l u s i v e .
T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  i n t r a c e l l u l a r  CAD a c t i v i t y  f e l l  
r a p i d l y  o n  d e p l e t i o n  o f  a m m o n i a  f r o m  t h e  m e d i u m  i s  a l s o  
i n t e r e s t i n g .  O n c e  a g a i n  m o r e  i n v e s t i g a t i o n s  w i l l  h a v e  t o  
b e  p e r f o r m e d ,  b u t  i t  m a y  b e  s p e c u l a t e d  ( a s  b e f o r e )  t h a t  
a m m o n i a  i s  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  
i n t r a c e l l u l a r  pH.  On t h e  d e p l e t i o n  o f  a m m o n i a  f r o m  t h e  
m e d i u m ,  t h e  b a l a n c e  b e t w e e n  a m m o n i u m  i o n  u p t a k e  a n d  
p r o t o n  a n d  o r g a n i c  a c i d  e x p u l s i o n  m a y  b e  d i s r u p t e d .  
H o w e v e r ,  s u c h  a  p r o p o s a l  d o e s  n o t  a p p l y  t o  t h e  p r o d u c t i o n
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o f  c i t r i c  a c i d  b y  A s p e r g i l l u s  n i g e r  s i n c e  t h i s  p r o c e s s  
c a n  b e  i n i t i a t e d  b y  a m m o n i a  d e p l e t i o n  f r o m  t h e  m e d i u m  a s  
w e l l  a s  b y  p h o s p h a t e  d e p l e t i o n  ( K u b i c e k  a n d  R o h r ,  1 9 8 1 ) .
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CONCLUSIONS AND NEW PERSPECTI VES
A t  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  p r e c e d i n g  s e c t i o n ,  t h e  g e n e r a l  
d e a r t h  o f  k n o w l e d g e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p h y s i o l o g y  o f  
s e c o n d a r y  m e t a b o l i t e  p r o d u c t i o n  w a s  i n d i c a t e d .  A t  t h e  
e n d ,  a  t y p i c a l  e x a m p l e  w a s  p r o v i d e d .  H o w e v e r ,  t h e  
i n t e r v e n i n g  p a r a g r a p h s  a l s o  i n c l u d e d  s o m e  e v i d e n c e  o f  
p r o g r e s s .  T h u s  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
p o s s e s s  m a n y  o f  t h e  c i t r i c  acid c y c l e  e n z y m e s ;  t h e r e  
a p p e a r e d  t o  b e  n o  g r o s s  d i f f e r e n c e s  i n  c i t r i c  a c i d  c y c l e  
e n z y m e  a c t i v i t y  b e t w e e n  t h e  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  a n d  
n o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  o r g a n i s m .  A n e w  e n z y m e - l i n k e d  
a s s a y  f o r  i t a c o n a t e  h a s  b e e n  d e v i s e d  w h i c h  h a s  a  g r e a t e r  
a p p l i c a t i o n  a n d  f l e x i b i l i t y  t h a n  p r e v i o u s l y - d e s c r i b e d  
a s s a y s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  a s s a y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  
a p p l i c a b l e  t o  t h e  d e t e c t i o n  a n d  d e t e r m i n a t i o n  o f  CAD, t h e  
p r e s e n c e  o f  w h i c h  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  i n
i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  m y c e l i a  o f  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s . No 
CAD a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  i n  m y c e l i a  p r i o r  t o  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e ,  n o r  i n  m y c e l i a  c u l t u r e d  u n d e r  
c o n d i t i o n s  n o t  s u p p o r t i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i t a c o n a t e .  
T h i s ,  a n d  t h e  c o r r e l a t i o n  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  a n d  a c i d  
p r o d u c t i o n  h a v e  l e d  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  i t a c o n a t e  
p r o d u c t i o n  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  o c c u r s  b y  
t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  c i s - a c o n i  t a t e . F u r t h e r m o r e ,  t h e  
d e p l e t i o n  o f  p h o s p h a t e  f r o m  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  b e  a  p o s s i b l e  s t i m u l a t o r  o f  a n  i n c r e a s e  i n  
i n t r a c e l l u l a r  CAD a c t i v i t y  a n d  c o n c o m i t a n t  a c i d o g e n e s i s .
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CAD h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  a  Km f o r  c i s - a c o n i  t a t e  o f  
O . l S m M ,  a n d  a  pH o p t i m u m  o f  5 . 5 .
T h e r e  i s  a  t e n d e n c y  a m o n g  r e v i e w e r s  t o  u n i f y  t h e  
p h e n o m e n o n  o f  o r g a n i c  a c i d  p r o d u c t i o n  b y  m i c r o o r g a n i s m s .  
H o w e v e r ,  i t  m u s t  b e  r e a l i s e d  t h a t  t h e r e  i s  a  c l e a r  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  o r g a n i c  a c i d s  w h i c h  
a r e  p r i m a r y  p r o d u c t s  o f  m e t a b o l i s m  ( e . g .  c i t r a t e ,  
f u m a r a t e , m a l a t e ,  g l u c o n a t e  a n d  l a c t a t e )  a n d  t h o s e  w h i c h  
a r e  s y n t h e s i z e d  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  i d i o p h a s e  ( e . g .  
i t a c o n a t e ) .  A t  t h e  s a m e  t i m e ,  i t a c o n a t e  i s  h a r d l y  a  
c l o s e  r e l a t i o n  o f  t h e  o t h e r  w e l l - k n o w n  s e c o n d a r y  
m e t a b o l i t e s  o f  f u n g i  ( e . g .  t e r p e n e s ,  s t e r o i d s ,  
p o l y k e t i d e s  a n d  d e r i v a t i v e s  o f  c o m p l e x  f a t t y  a c i d s ) .  
T h e r e f o r e  i n v e s t i g a t o r s  f r e q u e n t l y  t r e a t  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  i t a c o n a t e  b y  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  i n  i s o l a t i o n  o f  o t h e r  
s u c h  p h e n o m e n a  a n d  t h e n  p r o c e e d  t o  c o r r e l a t e  s u c h  
p r o c e s s e s  o n l y  w h e n  c o n n e c t i o n s  a r e  o b v i o u s .  T h e  s a m e  
a p p r o a c h  h a s  b e e n  t a k e n  i n  t h i s  r e p o r t  i n  w h i c h  m o s t  o f  
t h e  c o m p a r i s o n s  h a v e  b e e n  m a d e  w i t h  c i t r i c  a c i d  
p r o d u c t i o n  b y  A s p e r g i l l u s  n i g e r . T h i s  i s  p r i m a r i l y  
b e c a u s e  o f  t h e  s i m i l a r i t y  o f  t h e  o r g a n i s m s  i n v o l v e d  a n d  
t h e  s t r u c t u r e s  o f  t h e  a c i d s ,  a n d  b e c a u s e  o f  t h e  
c o m p r e h e n s i v e  s t u d i e s  o f  t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  c i t r i c  a c i d  
p r o d u c t i o n  w h i c h  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d .
T h e  e n d  r e s u l t  o f  t h e  w o r k  d e s c r i b e d  i n  t h i s  r e p o r t  
a p p e a r s  t o  h a v e  b e e n  t h e  d i s c l o s u r e  o f  m o r e  a r e a s  o f
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i g n o r a n c e  t h a n  o f  a  g e n e r a l  e n l i g h t e n m e n t .  H o w e v e r ,  a t  
l e a s t  s o m e  o f  t h e  m e t h o d s  b y  w h i c h  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  
m a y  t a k e  p l a c e  h a v e  b e e n  r e v e a l e d .  T h u s  t h e r e  s h o u l d  n o  
l o n g e r  b e  c o n t r o v e r s y  s u r r o u n d i n g  t h e  r o u t e  o f  i t a c o n a t e  
p r o d u c t i o n  i n  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s , a n d  t h e  new a s s a y s  f o r  
i t a c o n a t e  a n d  CAD s h o u l d  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t l y  t o  
f u t u r e  s t u d i e s .  I t  w i l l  b e  i n t e r e s t i n g  t o  i n v e s t i g a t e  
t h e  i n t r a c e l l u l a r  l o c a t i o n  o f  CAD a n d  e s p e c i a l l y  i n  
r e l a t i o n  t o  t h e  l o c a t i o n  o f  c i t r a t e  s y n t h a s e ,  a c o n i t a s e  
a n d  i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e .  P a l  a n d  K r i s h n a n  ( 1 9 6 4 )  
p r o p o s e d  t h a t  CAD o c c u r s  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  c y t o s o l  a n d  
M a t t e y  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  n o  e v i d e n c e  f o r  c i t r a t e  s y n t h a s e  o r  
a c o n i t a s e  a c t i v i t y  o u t s i d e  t h e  m i t o c h o n d r i a  o f  
A s p e r g i l l u s  n i g e r . P r e p a r a t i o n  o f  f u n g a l  p r o t o p l a s t s ,  
p o s s i b l y  b y  u s i n g  b a c t e r i a l  e x o e n z y m e s  a s  d i s c u s s e d  
e a r l i e r  i n  t h i s  r e p o r t ,  m a y  h e l p  t o  c l a r i f y  t h e  s i t u a t i o n  
i n  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s .
D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  Km o f  A s p e r g i l l u s  a c o n i t a s e  f o r  
c i s - a c o n i t a t e  m i g h t  l e a d  t o  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  r e g u l a t o r y  
s i g n i f i c a n c e  o f  CAD i n  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  
p u r i f i c a t i o n  o f  CAD s h o u l d  h e l p  t o  i n v e s t i g a t e  p o s s i b l e  
m e t a b o l i c  c o n t r o l  m e c h a n i s m s  o f  t h e  e n z y m e  s u c h  a s ,  f o r  
e x a m p l e ,  p h o s p h o r y l a t i o n /  d e p h o s p h o r y l a t i o n .  
A l t e r n a t i v e l y ,  i t  ma y  b e  d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  e n z y m e  
a c t i v i t y  i s  c o n t r o l l e d  p r i m a r i l y  a t  t h e  l e v e l  o f  
t r a n s c r i p t i o n ,  w h e r e  p h o s p h a t e  d e p l e t i o n  m i g h t  a c t i v a t e  
t h e  g e n e  f o r  CAD. P u r i f i c a t i o n  o f  CAD c o u l d  a l s o  p r e p a r e  
t h e  w a y  f o r  e x p e r i m e n t s  o n  t h e  i m m o b i l i z a t i o n  o r
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c o - i m m o b i l i z a t i o n  o f  t h e  e n z y m e .  R e c e n t l y ,  t h e  f i r s t  
r e p o r t  o f  i t a c o n i c  a c i d  p r o d u c t i o n  b y  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  
i m m o b i l i z e d  i n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  a p p e a r e d  ( H o r i t z u  e t  
a l . , 1 9  83 ) ; m o n i t o r i n g  t h e  CAD a c t i v i t y  i n  t h i s  w h o l e - c e l l  
i m m o b i l i z a t i o n  p r o c e s s  c o u l d  b e  u s e f u l .
T h e  d i s c o v e r y  t h a t  i t a c o n a t e  s y n t h e s i s  i s  o n l y  o n e  e n z y m e  
r e m o v e d  f r o m  c e n t r a l ,  p r i m a r y ,  m e t a b o l i s m  m a y  b e  a n  
i n d i c a t i o n  o f  t h e  r e l a t i v e l y  m i n o r  g e n e t i c  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  a n  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  a n d  a  
n o n - i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  o r g a n i s m .  T h u s ,  i t  m a y  b e  
p o s s i b l e  t o  c l o n e  t h e  g e n e  f o r  CAD i n t o  a  b a c t e r i a l  o r  
y e a s t  c e l l  w h i c h  i s  m o r e  a m e n a b l e  t o  l a r g e - s c a l e  c u l t u r e  
a n d  s u b s e q u e n t  p r o d u c t  r e c o v e r y .  I n  t h i s  s e n s e ,  t h e  new 
a s s a y ,  d e s c r i b e d  h e r e , f o r  i t a c o n a t e  m a y  p r o v e  t o  b e  
u s e f u l  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  r a p i d  s c r e e n i n g  p r o c e d u r e  
f o r  i t a c o n a t e - p r o d u c i n g  o r g a n i s m s .
I n  o r d e r  t o  o b t a i n  m o r e  c o n c l u s i v e  r e s u l t s  o n  t h e  
p h y s i o l o g y  o f  t h e  p r o c e s s  a n d ,  m o r e  e s p e c i a l l y ,  t h e  
c o m b i n e d  e f f e c t s  o f  n i t r o g e n  a n d  p h o s p h a t e ,  c h e m o s t a t  
s t u d i e s  o f  t h e  k i n d  r e c e n t l y  r e p o r t e d  b y  K r i s t i a n s e n  e t  
a l . ( 1 9 8 2 )  o n  c i t r i c  a c i d  p r o d u c t i o n  b y  A s p e r g i l l u s  n i g e r  
w i l l  h a v e  t o  b e  p e r f o r m e d .  M o r e  i m p o r t a n t l y ,  s u c h  
e x p e r i m e n t s  m a y  l e a d  t o  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  r e a s o n s  
f o r  t h e  c e s s a t i o n  o f  i t a c o n a t e  p r o d u c t i o n .  As  c o u l d  b e  
s e e n  f r o m  F i g .  2 4 ,  a c i d o g e n e s i s  e n d e d  i n  s p i t e  o f  t h e  
p r e s e n c e  o f  s i g n i f i c a n t  i n t r a c e l l u l a r  CAD a c t i v i t y .  I t
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t h e r e f o r e  a p p e a r s  t h a t  o t h e r  f a c t o r s ,  p o s s i b l y  
t r a n s m e m b r a n e  g r a d i e n t s  o r  i n a c t i v a t i o n  o f  a n  e n z y m e  
o t h e r  t h a n  CAD, w e r e  r e s p o n s i b l e .  S u c c e s s f u l  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e s e  f a c t o r s  c o u l d  e v e n t u a l l y  p r o v e  
u s e f u l  i n  i m p r o v i n g  i n d u s t r i a l  y i e l d s  o f  i t a c o n a t e .
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